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GENE CHIMERE A PLUSIEURS GENES DE TOLERANCE HERBICIDE, CELLULE VEGETALE ET PLANTE IDLER 
ANTES A PLUSIEURS HERBICIDES ci ruw it iUi-tK 



La presente invention a pour objet un gene chimere a plusieurs genes de tolerance 
herbicide, une cellule vegetale et une plante tolerantes a plusieurs herbicides. 
10 Dans la suite de la description, les herbicides seront designes seion le nom commun 
en particulier reference dans "The Pesticide Manual" 10 th edition par British Crop 
Protection Council . 

On connait des plantes qui ont ete transferases pour etre tolerantes a certains 
herbicides comme notamment les dihalogenohydroxybenzonitriles, en particulier le 

15 bromoxynil et l'ioxynil, grace au gene codant pour la nitrilase degradant ces herbicides ou 
encore celles tolerantes aux herbicides inhibiteurs de 1'EPSPS notamment le glyphosate, le 
sulfosate ou la fosametine ou encore aux inhibiteurs de l'acetolactatesynthase (ALS) du 
type des sulfonylurees ou encore aux inhibiteurs de la dihydro-pteroate synthase tel que 
l'asulam ou encore aux inhibiteurs de la glutamine synthase tels que le glufosinate. 

20 On connait certains herbicides tels que les isoxazoles decrites notamment dans les 
demandes de brevets frangais 95 06800 and 95 13570 et notamment 1'isoxaflutole, 
herbicide selectif du mais, les dicetonitriles tels que ceux decrits dans les demandes 
europeennes 0 496 630, 0 496 631, en particulier la 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-S02 
CH3-4-CF3 phenyl) propane- 1,3-dione et la 2-cyano-3-cyclopropyl-l-(2-S02 CH3~4-2,3 

25 CI2 phenyl) propane- 1, 3-dione, les tricetones decrites dans les demandes europeennes 0 
625 505 et 0 625 508, en particulier la sulcotrione ou encore celles decrites dans l'USP 5 
506 195, ou encore les pyrazolinates. De plus le gene codant pour THPPD conferant une 
tolerance a ces derniers herbicides a ete isole et des plantes transgeniques le contenant 
obtenues montrant une tolerance significative et font 1' objet des demandes francaises non 

30 publiees N°95/06800, 95/13570 et 96/05944. 

Cependam la pratique agricole montre que les agriculteurs aiment disposer pour le 
traitement des plantes, et notamment des cultures, d' associations d'herbicides en 
particulier pour repondre a difftrents problemes de desherbage diis aux limites du spectre 
des herbicides pris isolement. II peut etre en outre interessam de disposer d'un gene de 

35 marquage de selection associe a un gene de tolerance herbicide. 11 y a done un besoin de 
plantes et notamment de cultures presentant une tolerance a plusieurs herbicides, de 
preference au moins deux ou trois . 
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II a maintenant ete decouvert qu'on pouvait conferer a unc cellule vegetale et a une 
plante un tolerance herbicide multiple. 

La presente invention a d'abord pour objet un gene chimere comprenant au moins deux 
genes chimeres eiementaires contenant chacun, dans le sens de la transcription, des elements 
5 de regulation necessaires a sa transcription dans les plantes c'est & dire au moins une 
sequence de regulation promotrice, au moins une partie codante heterology comprenant 
une sequence codante codant pour une enzyme conferant aux plantes la tolerance a un 
herbicide et au moins une sequence de regulation terminatrice ou de polyadenylation. 

10 Comme sequence codante, on peut notamment utiliser toutes celles connues pour conferer 
la tolerance de plantes a certains inhibiteurs telles que: 

- celle de 1'EPSPS pour la tolerance au glyphosate, au sulfosate ou a la fosametine, 
notamment celles de la proteine mutee ou non, on peut citer notamment les brevets; 

- USP 4 535 060, EP 1 15 673, USP 4 769 061, USP 5 094 945; USP 4 971 908, USP 5 
15 145 783. EP 293 358; EP 378 985 , WO 91/04323; WO 92 044 449; WO 92 06201. Dans la 

suite ce type de gene sera designe par sequence ou gene "EPSPS". 

On peut egalement citer la glyphosate oxydoreductase (cf WO 92/ 000 377) enzyme de 

detoxification du glyphosate. 

20 - celle du gene de la nitrilase de Klebsiella sp. pour la tolerance aux 

dihalogenobenzonitriles decrite dans I'USP 4 8 10 648 et en particular celui issu de 
Klebsiella ozaenae, qui sera designe dans la suite par gene ou sequence M OXY". 

- celle de l'HPPD telle decrite dans les demandes fran?aises non publiees N°95/06800, 
95/13570 et 96/05944 cities ci-dessus. Cette HPPD peut etre de toute nature. 

25 Plus particulierement cette sequence peut etre d'origine bacterienne, telle que 

notamment le genre Pseudomonas ou encore d'origine v6g£tale, telle que notamment de 
plante monocotytedone ou dicotyledone, notamment dtArabidopsis ou d'ombelliferes comme 
par exemple la carotte (Daucus carota). Elle peut etre native ou sauvage ou eventuellement 
mutee tout en gardant fondamentalement une propriete de tolerance herbicide contre les 

30 inhibiteurs de l'HPPD, tels que les herbicides de la famille des isoxazoles ou de celle des 
tricetones ou des pyrazolinates. 

D'autres sequences peuvent etre utilises: 

- celle de la phosphinotrycine acetyl transferase ou celle de la glutamine synthase pour 
la tolerance au glufostnate (cf EP 0 242 236) 

35 - celle de la dihydroptdroate synthase pour la tolerance & 1'asulam (cf EP 0 369 

367) 

- celle de l'ALS pour la tolerance aux sulfonylurfes 



WO 98/02562 



3 



PCI7FR97/01256 



- celle de la Protoporphyrogen oxydase ("protox") pour la tolerance aux herbicides de la 
famille des diphenylethers tels que I'acifluorfen ou I'oxyfluorfen ou celle des 
oxadiuzoles tels que loxadiazon ou l'oxadiargyl ou celle des imides cycliques tels 
que le chlorophthalim ou celle des phenylpyrrazoles tel que le TNP ou celles des 
5 pyridines et les phenopylates et analogues carbamates (cf WO 95/34659). 

De preference Tun des g£nes chimferes contient une sequence codante de l'HPPD. Dans 
ce cas i'autre ou les autres sequences peuvent etre quelconques et notamment choisies dans 
le groupe mentionne ci-dessus. De preference les autres sequences sont choisies dans le 
groupe comprenant le gene de la niiriiase de tolerance aux dihalogenohydroxybenzonitriles 
10 et un gene EPSPS. 

Les genes chimeres selon rinvention peuvent en outre contenir des gfenes codant pour 
des proprtetes autres que de tolerance herbicides tels que par exemple des genes de 
resistance aux insectes, tels que ceux de type Bacillus thurigensis conferant une resistance a 
divers representants de la famille des coleopteres, des lepidopteres, ou encore des genes de 

1 5 resistance aux nematodes, des genes de resistance aux maladies fongiques ou microbiennes, 
ou encore des genes conferant des proprietes agronomiques telles que les genes des diverses 
desaturases intervenant dans la production des acides gras. On peut citer en paniculier celui 
de la delta -6 desaturase decrit dans la demande Internationale WO 93/067 12. 

Comme sequence de regulation promotrice on peut utiliser toute sequence promotrice 

20 d'un gene s'exprimant naturellement dans les plantes en particulier un promoteur d'origine 
bacterienne, virale ou vegetale tel que, par exemple, celui d'un gene de la petite sous-unite 
de ribulose-biscarboxylase (RuBisCO) ou de celui d'un gene de l'a tubuline (Demande 
europeennne EP n° 0 652 286), ou encore d'un gene de vims de plante tel que, par exemple. 
celui de la mosaique du choux fleur (CaMV 19S ou 35S), mais tout promoteur convenable 

25 connu peut etre utilise. De preference on a recours a une sequence de regulation promotrice 
qui favorise la surexpression de la sequence codante, tel que par exemple, celle comprenant 
au moins un promoteur d'histone tel que ddcrit dans la demande europeenne EP 0507698. 

Selon Tinvention, on peut 6galement utiliser, en association avec la sequence de 
regulation promotrice, d'autres sequences de regulation, qui sont situdes entre le promoteur 

30 et la sequence codante, telles que des activateurs de trancription "enhancer", comme par 
exemple l'activateur de translation du virus etch du tabac (TEV) ddcrit dans la demande 
WO87/07644, ou des peptides de transit, soit simples, soit doubles, et dans ce cas 
eventuellement s6pares par une sequence intermediate, e'est k dire comprenant, dans le sens 
de la transcription, une sequence codant pour un peptide de transit d'un gene vegetal codant 

35 pour une enzyme a localisation plastidiale, une partie de sequence de la partie mature N 
terminate d'un gfcne vegetal codant pour une enzyme k localisation plastidiale, puis une 
sequence codant pour un second peptide de transit d'un gene vegetal codant pour une 
enzyme & localisation plastidiale, constitute d'une partie de sequence de la partie mature N 
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terminate d'un gene vegetal codant pour une enzyme a locaJisation plastidiale. tels que decrit 
dans la demande europeenne n° 0 508 909. 

Comme sequence de regulation terminatrice ou de polyadenylation. on peut utiliser 
toute sequence correspondante d'origine bacterienne, comme par exemple ie terminates nos 
d'Agrobacterium lumefaciens. ou encore d'origine vegetale, comme par exemple un 
terminateur d'histone tel que decrit dans la demande europeenne EP n° 0 633 317. 

[.'invention a encore pour objet une cellule vegetale, de plantes monocotyledones ou 
dicotyledones. notamment des cultures. loterante a aux moins deux herbicides dont au moins 
un est un inhibiteur de l'HPPD. Cette cellule peut contenir au moins deux genes chimeres 
comprenant chacun une sequence codant pour la tolerance a un herbicide et dont Tun 
comprend une sequence codant pour l'HPPD. Les deux genes chimeres peuvent etre soil 
poites par un meme vecteur, soil chacun sur un vecteur different, soit encore apportes tels 
quels par introduction dans la cellule par des moyens physiques ou physico-chimiques. par 
exemple par microinjection, electroporation ou bombardement. selon des methodes en soi 
connues. 

L'invention a encore pour objet une plante transforms tolerante a au moins deux 
herbicides dont un est inhibiteur de l'HPPD. Cette plante peut etre obtenue soit par 
croisement dau moins deux plantes contenant chacune un gene codant pour la tolerance a un 
herbicide, soit par regeneration d'une cellule selon iinvention. telle que decrite ci-dessus 
Les plantes peuvent etre des monocotyledones ou dicotyledones. notamment des cultures, 
grandes cultures telles que par exemple mais de maniere non limitative pour les 
dicotyledones le tabac. le coton. le colza, le soja. la betterave. et pour les monocotyledones 
le mais et les cereales a paille. ou en core des cultures maraicheres ou florales. 

L'invention a encore pour objet un precede d'obtention de plantes a tolerance herbicide 

multiple par trangenese vegtale, caracterise en ce que: 

- dans une premiere 6tape. on insere dans plusieurs cellules respectivement un des genes 

aementaires contenant chacun des dements de regulation necessaires a sa 
transcription dans les plantes et une sequence codante codant pour une enzyme 
confcrant aux plantes la tolerance a un herbicide, et que 

- ensuite les plantes sont crois*es pour obtenir des plantes a tolerance multiple, 
^invention a encore pour objet un autre procede d'obtention de plantes a tolerance 

herbicide multiple par trangenese vegetale. une premiere etape comportant 1' integrauon dans 
des cellules vegetales d'au moins deux genes de tolerances a un herbicide dont au moins un 
est un mhibiteur de l'HPPD. la seconde etape compremant la regeneration de la plante a 
partir des cellules transformdes selon I invention. 

La transformation peut etre obtenue par tout moyen connu appropri6. amplement decrit 
dans la litterature spdcialisee et notamment les demandes et brevets cites dans la prfsente 
demande. 
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Une serie de methodes consiste a bombarder des cellules ou des protoplastes avec des 
panicules auxquelles sont accrochees les sequences d'ADN. Selon 1'invention ces ADN 
peuvent etre portes par les memes panicules ou par des bombardements differents. Une autre 
serie de methodes consiste a utiliser comme moyen de transfen dans la plante un gene 
5 chimere insere dans un plasmide Ti d'Agrobacterium tumefaciens ou Ri d'Agrobacterium 
rhizogenes. 

D'autres methodes peuvent etre utilisees telies que la micro-injection ou 
l'electroporation. 

L'homme de metier fera le choix de la methode appropriee en fonction de la nature de la 
10 plante, notamment de son caractere monocotyiedone ou dicotyledone. 

On a observe que des plantes transformees selon 1'invention presentent une tolerance 
significative aux inhibiteurs de l'hydroxy phenyl pyruvate dioxygenase tels que certains 
herbicides recents tels que les isoxazoles decrites notamment dans les demandes de brevets 

15 fran^ais 9506800 and 95 13570 et notamment du 4-[4-CF3-2-(methylsuIfonyl) benzoyl]-5- 
cyclopropyl isoxazolcou "isoxaflutole", herbicide selectif du mais, les dicetonitriles tels que 
ceux decries dans les demandes europeennes 0 496 630, 0 496 63 1 . en particulier la 2-cyano- 
3-cyclopropyM-(2-S02 CH3-4-CF3 phenyl) propane- 1,3 -dione et la 2-cyano-3- 
cyclopropyl- 1 -(2-SO2 CH3~4-2,3 CI2 phenyl) propane- 1, 3-dione, les tricetones decrites 

20 dans les demandes europeennes 0 625 505 et 0 625 508, en particulier la sulcotrione et les 
pyrazinolates. Ces memes plantes selon 1'invention presentent une tolerance significative £ 
d'autres herbicides tels que par exemple les dihalogeno benzonitriles, notamment le 
bromoxynil et l'ioxynil, le glyphosate et ses analogues, le glufosinate 

La presente invention a encore pour objet les plantes regenerees a partir des cellules 

25 transformees. La regeneration est obtenue par tout procede approprie qui depende de la 
nature de l'espece, comme par exemple decrit dans les demandes ci-dessus. Les plantes 
selon 1'invention peuvent encore etre obtenues par croisement de parents, chacun d'eux 
portant Tun des genes de tolerance herbicide decrites. 

L'invention a enfin pour objet un proedde de desherbage de plantes, notamment de 

30 cultures, a 1'aide d'un herbicide de ce type, caracterise en ce qu'on applique cet herbicide sur 
des plantes transformees selon l'invention, tant en presemis, en prelevee qu'en postlevee de 
la culture. Par herbicide au sens de la presente invention on entend une matiere active 
herbicide seule ou assoctee a un additif qui modifie son efficacite comme par exemple un 
agent augmentant Tactivite (synergiste) ou limitant l'activite (en anglais safener). 

35 Bien entendu, pour leur application pratique, les herbicides ci-dessus sont associee de 

maniere en soi connue aux adjuvants de formulations utilises habituellement en agrochimie 
Selon l'invention Tun des genes de tolerance herbicides presents dans les plantes peut 
etre utilise comme marqueur de selection, soit in vitro, soit in vivo . 
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Les differents aspects de Invention seront mieux compris a I'aide des exemples 
experimentaux ci-dessous. 



smem du g j 



A partir de la sequence en acides amines de 1'HPPD de Pseudomonas sp. P.J. 874 ( 
publie par Riietschi U. et al. 1992. Eur. J. Biochem. 205: 459-466), on deduit la sequence de 
differents oligonucleotides pour amplifier par PCR une partie de la sequence codante de 
1'HPPD de P. fluorescent A32 (isolee par McKeliar, R.C. 1982. J. Appl Bacteriol. 53:305- 
3 16). Un fragment d'amplification du gene de cette HPPD a 6te utilise pour cribler une 
banque genomique partieile de P. fluoresce™ A32 et ainsi isoler le gene codant pour cette 
enzyme. 

A) Preparation de l'ADN genomique de P. fluoresces A32. 

La bacterie a ete cultivee dans 40 mi de milieu minimum M63 (KH 2 P0 4 13 6g/l 
(NH 4 )2S0 4 2g/l. MgS0 4 0.2g/l, FeS0 4 0.005 g/l pH7 plus L-tyrosme lOmM comme seule' 
source de carbone ) a 28°C pendant 48 heures. 

Apres lavage, les cellules sont reprises dans 1 ml de tampon de lyse (tris HC1 100 mM 
pH 8.3. NaCl 1.4 M et EDTA 10 mM) et incubees 10 minutes a 65°C. Apres un traitement 
au phenol/chloroforme (24/1) et un traitement au chloroforme. les acides nucleiques .sont 
precipices par addition dun volume d'isopropanol puis repris dans 300 pi d'eau sterile et 
traites a la RNAse 10 ug/ml final. L'ADN est de nouveau traite au phenol/chloroforme. 
chloroforme et reprecipite par addition de 1/10 de volume d'acetate de sodium 3M pH5 et 2 
volumes d'ethanol. L'ADN est ensuite repris dans de Teau sterile et dose. 

B) Choix dcs oligonucleotides et syntheses. 

A partir de la sequence en acides amines de 1'HPPD de Pseudomonas sp. P.J. 874 on 
choisit cinq oligonucleotides, deux diriges dans le sens NH 2 terminal de la proteine vets Je 
COOH terminal de la proteine et trois diriges dans le sens inverse (voir figure 1). Le choix a 
&e dictd par les deux regies suivames: 

-une extremite 3' de l'oligonucleotide stable, e'est a dire au moins deux bases sans 
ambiguiie. 

-une deg6ndrescence la plus faible possible. 
Us oligonucleotides choisis ont les sequences suivantes: 
PI: 5TA(C/T)GA(G/A)AA(C/^)CCIATGGG3• 
P2: 5'GA(G/A)ACIGGICCIATGGA3' 

P3: 5'AA(Cyr)TGCATIA(G/A)(G/A)AA(Cyr)TC(C/r)TC3- 

P4: 5 AAIGCIAC(G/A)TG(C/T)TG(T/G/A)ATICC3' 

P5: 5•GC(Cy^)1T(A/G)AA(A/G)T^CC(C^■)TCICC3• 

lis ont ete synthf Us6s sur le syntheuseur "Cyclone plus DNA Synthesizer" de maraue 
MILLPORE. 
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Avec ces cinq oligonucleotides par PCR les fragments d'amplification que Ton doit 
obtenir theoriquement d'apres la sequence SEQ ID N° 1 ont les tallies suivantes: 

avec les amorces PI et P3 > environ 690 bp 

avec les amorces PI et P4 > environ 720 bp 

5 avec les amorces PI et P5 > environ 1000 bp 

avec les amorces P2 et P3 > environ 390 bp 

avec les amorces P2 et P4 > environ 420 bp 

avec les amorces P2 et P5 > environ 700 bp 

C) Amplification d'une partie codante de 1'HPPD de P. fluoresce™ A32. 

10 Les amplifications ont et€ fanes sur un appareii PCR PERKIN ELMER 9600 et avec la 

Taq polymerase PERKIN ELMER avec son tampon dans les conditions standards, c'est a 
dire pour 50pl de reaction il y a les dNTP k 200mM, les primers k 20jiM, la Taq polymerase 
2,5 unites et 1' ADN de P. fluorescens A32 2,5 ng. 

Le programme d'amplification utilise est, 5 min k 95°C puis 35 cycles <45 sec 95°C, 45 
15 sec 49°C 1 min 72°C> suivis de 5 min k 72°C 

Dans ces conditions, tous les fragments d'amplification obtenus ont une taille 
compatible avec les tailles theoriques donnees au-dessus f ce qui est une bonne indication de 
la specificity des amplifications. 

Les fragments ^amplifications obtenus avec les jeux d'amprces P1/P4, P1/P5 et P2/P4 
20 sont ligues dans pBSII SK(-) aprfcs digestion de ce plasmide par Eco RV et traitement k la 
terminal transferase en presence de ddTTP comme decrit dans HOLTON T.A. and 
GRAHAM M.W. 1991. N.A.R. vol 19, n°5 pi 156. 

Un clone de chacun des trois types est sequence partiellement; ceci permet de confirmer 
qu'on a bien amplifie dans les trois cas une partie de la region codante de l'HPPD de P. 
25 fluorescens A32. Le fragment P1/P4 est retenu comme sonde pour cribler une banque 
gdnomique partielle de P. fluorescens A32 et isoler le gene complet de l'HPPD. 

D) Isolement du gene. 

Par Southern on montre qu'un fragment de 7 Kbp aprfes digestion de l'ADN de P. 
30 fluorescens A32 par 1'enzyme de restriction BamHI s'hybride avec la sonde HPPD P1/P4. On 
a done fait digerer 400pg d'ADN de P. fluorescens A32 par 1'enzyme de restriction BamHI et 
purifier sur gel d'agarose les fragments d'ADN faisant environ 7Kbp. 

Ces fragments sont liguis dans pBSII SK(-) f lui-meme digtSre par Bam HI et 
ddphosphoryle par traitement k la phosphatase alcaline. Aprfes transformation dans E. coli 
35 DHlOb, la banque genomique partielle est criblde avec la sonde HPPD P1/P4. 

Un clone positif a 6t6 iso\€ et appeld pRP A. Sa carte simplifide est donnee figure 2. Sur 
cette carte est indique la position de la partie codante du gene HPPD. Elle est composde de 
1077 nucleotides qui codent pour 358 acides amines (voir SEQ ID N° I ). L'HPPD de P. 
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fluoresce* A32 presente une bonne homologie en acides amines avec celle de Pseudomonas 
sp. strain P.J. 874. il y a en effet 92% d'identite entre ces deux proteines ( voir figure 3 ). 



W gfties Chimfrcs avec une rfqimnfy flppp 

Pour conferer la tolerance de plantes aux herbicides inhibant IHPPD. on construit deux 
genes chimeres: 

Le premier consiste a mettre la partie codante du gene de l'HPPD de P. fluoresce™ A32 
sous le controle du promoteur double histone (Demande de Brevet europeen N" 0 507 698) 
suivi du Tobacco etch virus translations enhancer (TEV) (pRTL-GUS (Canington and 
Freed. 1990; J. ViroJ. 64: 1590-1597)) avec le terminates du gene de la nopaline synthase. 
L HPPD sera alors localisee dans le cytoplasme. 

Le deuxieme sera identique au premier, a ceci pres qu entre l'activateur de translation 
TEV et la partie codante de 1'HPPD. on intercale le peptide de transit optimise (OTP) 
(Demande europeenne EP n° 0 508 909). LHPPD sera alors localisee dans le chloropias.e. 

A) Construction du vectcur pRPA-RD-153: 

- pRPA-RD- 1 1 Un derive de pBS-II SK(-) (Stratagene catalog #2 12206) contenant le 
sue de polyadenylation de la nopaline synthase (NOS polyA) (Demande europeennne n» 0 
652 286) est clone entre les sites Kpnl et Sail. Le site Kpnl est transform* en un site NotI 
par tranement avec la T4 ADN polymerase I en presence de 150 uM de deoxynucleotide 
tnphoshates puis ligation avec un linker NotI (Stratagene catalog #1029). Ainsi on ob:ient 
une cassette de clonage NOS polyA . 

- pRPA-RD-127: Un derive de pRPA-BL-466 (Demande europeenne EP n° 0 337 399) 
clone dans pRPA-RD-11 cream une cassette d expression du gene oxy et contenant le 
promoteur de la petite sous unite de la ribulose-biscarboxylase: 

" promoter (SSU) - oxy gene - NOS polyA" 

Pour creer ce plasmide, P RPA-BL-488 a ete digere avec Xbal et Hindm pour isoler un 
fragment de 1.9 kpb contenant le promoteur SSU et le gene oxy, qui a 6t6 liguc* dans le 
plasmide pRPA-RD-1 1 digere avec des enzymes compatibles. 

- pRPA-RD-132: C'est un derive de pRPA-BL-488 (Demande europeenne EP n° 0 507 
698) clone dans pRPA-RD-127 avec creation d'une cassette dexpression du gene oxy avec 
le promoteur double histone: 

" promoteur double histone - oxy gene - NOS polyA " 

Pour fabriquer ce plasmide. pRPA-BL-466 es, digere par Hindlll. traitd par la Klenow 
puts redigere avec Ncol. Le fragment de 1.35 kbp purifie contenant le promoteur double 
nistone H3A748 est iigu<< avec le plasmide pRPA-RD-127 qui avait 616 digere par Xbal 
trait* Klenow et redigere par Ncol. 
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- pRPA-RD-153: Cest un derive de pRPA-RD-132 contenant i'activateur de translation 
du virus etch du tabac (TEV). pRTL-GUS (Carrington and Freed. 1990: J. Virol. 64: 1590- 
1597» est digere avec Ncol et EcoRI et ie fragment de 150 bp est ligue dans pRPA-RD-132 
digere avec les memes enzymes. Done on a cree une cassette d'expression contenant le 
5 promoteur: 

"double histone promoteur - TEV -oxy u - NOS polyA" 

B) Construction du vecteur pRPA-RD-185: 

pUC19/GECA: Un derive de pUC-19 (Gibco catalog #15364-011) contenant de 
nombreux sites de clonage. pUC-19 est digere avec EcoRJ et ligue avec roligonucleotide 
10 linker 1: 

Linker 1: AATTGGGCCA GTCAGGCCGT TTAAACCCTA GGGGGCCCG 

CCCGGT CAGTCCGGCA AATTTGGGAT CCCCCGGGC TTAA 

Le clone selectionne contient un site EcoRI suivi du polylinker qui contient les sites 
suivants: EcoRI. Apal. Avrll. Pmel Sfil, Sacl Kpnl. Smal BamHl Xbal Sail, Pstl Sphl et 
15 Hindlll 

pRPA-RD-185: e'est un derive de pUC19/GECA contenant un polylinker modifie. 
pUC19/GECA est digere par Hindlll et ligue avec roligonucleotide linker 2: 

Linker 2: AGCTTTTAAT TAAGGCGCGC CCTCGAGCCT GGTTCAGGG 

AAATTA ATTCCGCGCG GGAGCTCGGA CCAAGTCCC TCGA 

20 Le clone selectionne contient un site Hindlll site au milieu du polylinker qui contient 

maintenant les sites suivants: EcoRI Apal Avrll Pmel Sfil Sad Kpnl Smal BamHl 
Xbal Sail Pstl SphI, Hindlll Pad. AscIXhoIel EcoNL 

C) Construction du vecteur pRP T: 

25 - pRP O: un derive de pRPA-RD-153 contenant une cassette d'expression de l'HPPD, 

promoteur double histone - TEV - gene HPPD - terminateur Nos. Pour fabriquer pRP O, 
pRPA-RD153 est digere par Hind III, traite par la Klenow puis redigere par Ncol pour 
enlever le gene oxy et le remplacer par le gene HPPD sorti du plasmide pRP A par digestion 
BstEIL traitement par la Klenow et redigestion par Ncol. 

30 - pRP R: pour l'obtenir le plasmide pRP O a 6te dig6re par PvuII et Sacl, le gfene 

» 

chimere a ete purifte puis ligue dans pRPA-RD- 185 lui-meme digere par PvuII et Sacl. 

- pRP T: il a €ii obtenu par ligation du gene chimfcre sorti de pRP R aprfcs digestion par 
Sacl et Hindm dans le plasmide pRPA-BL 150 alpha2 digere par les memes enzymes 
(Demande europ£enne EP n° 0 508 909). 



WO 98/02562 



10 



PCT/FR97/012S6 



Le gene chimere du vecieur pRP T a done la structure suivante: 



Promoteur double histone 


TEV 


Region codante de 1'HPPD 


Terminateur nos 



D) Construction du vecieur pRP V 

- pRP P: e'est un derive de pRPA-RD-7 (Demande europeennne EP n° 0 652 286) 
contenarit le peptide de transit optimise suivi du gene de 1'HPPD. II a ete obtenu par ligation 
de la partie codante de 1'HPPD sorti de pRP A par digestion BstED et Ncol, traitement a la 
Klenow et du plasmide pRPA-RD-7 lui-meme digere SphI et AccI et traite a la DNAse 
polymerase T4. 

- pRP Q: un denvd de pRPA-RD-153 contenant une cassette d'expression de 1'HPPD. 
promoteur double histone - TEV - OTP - gene HPPD - terminateur Nos. Pour le construire le 
plasmide pRPA-RD-153 est digere par Sal I. traite par la Klenow puis redigere par Ncol 
pour enlever le gene oxy et le remplacer par le gene HPPD sorti du plasmide pRP p par 
digestion BstEII. traitement par la Klenow et redigestion par Ncol. 

- pRP S: pour I'obtenir, le plasmide pRP Q a i\i digere par PvuII et Sad pour sortir le 
gene chimere qui a <Ste ligue dans pRPA-RD-185 lui-meme digere par PvuII et Sad. 

- pRP V: il a ete obtenu par ligation du gene chimere sorti de pRP S apres digestion par 
Sad et Hindlll dans le plasmide pRPA-BL 150 alpha2 (Demande europeennne EP n° 0 508 

909). 

Le gene chimere du vecteur pRP Q a done la structure suivante: 



Promoteur double 


TEV 


OTP 


Region codante de 1'HPPD 


Terminateur nos 


histone 











Sample 3 ; Transformation du tahar i^ dustriel PBDfi 

Afin de determiner l'efficacite de ces deux gines chimeriques, ceux-ci ont ete transfers 
dans du tabac industriel PBD6 selon les procedures de transformation et de regeneration d*ja 
d&rites dans la demande europeenne EP n° 0 508 909. 

1) Transformation: 

Le vecteur est introduit dans la souche non oncogene d Agrobacterium EHA 101 
(Hood et aU987) porteuse du cosmide pTVK 291(Komari et aU986). La technique de 
transformation est basee sur la procedure de Horsh R. et al. (1985) Science, 227, 1229-1231. 

2) Regeneration: 
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La regeneration du tabac PBD6 (provenance SEITA France) a partir d'explants 
I'oliaires est reaiisee sur un milieu de base Murashige et Skoog (MS) comprenant 30g/l de 
saccharose ainsi que 100 [kg/ml de kanamycine. Les explams foliaires sont preleves sur des 
plants en serre ou in vitro et transform^ selon la technique des disques foliaires(Science 
5 1985,Vol 227. p. 1229- 1231) en trois etapes successives:la premiere comprend l'induction 
des pousses sur un milieu MS additions de 30g/l de saccharose contenant 0.05mg/l d'acide 
naphtylacetique (ANA) et 2 mg/1 de benzylaminopurine (BAP) pendant 15 jours. Les 
pousses formees au cours de cette etape sont ensuite developpees par culture sur un milieu 
MS additionne de 30 g/1 de saccharose mais ne contenant pas d'hormone, pendant 10 jours. 
10 Puis on preleve des pousses developpees et on les cultive sur un milieu d'enracinement MS k 
teneur moitie en sels, vitamines et sucres et ne contenant pas d'hormone. Au bout d'environ 
15 jours, les pousses enracinees sont passees en terre. Les plantes obtenues sont appellees Co 
17. 

Au sortir de 1'in-vitro, les plantules de tabac transformees ont ete acclimatees a la serre 
15 (60% d'humidite relative: temperature: 20°C la nuit et 23°C la jour) pendant cinq semaines 
puis traitees au 4-[4-CF3-2-(methylsulfonyl) benzoyl]-5-cyclopropyl isoxazole. 

Le tabac temoin, non transforme et traite au 4-[4-CF3-2-(methylsulfonyI)benzoyl]-5- 
cyclopropyl isoxazole a des doses allant de 50 a 400 g/ha, developpe en environ 72 heures 
des chloroses, qui s'intensifient pour evoluer vers des necroses tres prononcees en une 
20 semaine (couvrant environ 80% des feuilles terminales). 

Apres transformation ce meme tabac, qui surexprime l'HPPD de P. fluorescein, est tres 
bien protege contre un traitement au 4-[4-CF3-2«(methylsuIfonyl) benzoyl]-5-cyclopropyl 
isoxazole a la dose de 400 g/ha. 

Si I'enzyme surexprimee est dans le chloroplaste, e'est k dire si la transformation a 6te 
25 faite avec le gfcne pone par le vecteur pRP V, alors la plante est parfaitement protegee, ne 
presente aucun symptome. 

Exemple 4; Transformation du tabac indimriel PBD6. a vec gene EPSPS pour =» 
construction 173 

30 Isolement d'un ADNc codant pour une EPSPS de mai's: 

Les differentes 6tapes, qui ont conduit k l'obtention de l'ADNc d'EPSPS de mais, qui a 
servi de substrat k Introduction des deux mutations, sont d&rites ci-dessous. Toutes les 
operations d^crites ci-dessous sont donnees k titre d'excmples et correspondent k un choix, 
effectud parmi les differentes m&hodes disponibles pour parvenir au meme resultat. Ce 

35 choix n'a aucune incidence sur la quality du rfsultat et par consequent, toute mithode 
adaptee peut etre utilis£e par l'homme de Tart pour parvenir au meme resultat. La plupart des 
m&hodes d'ingenierie des fragments d'ADN sont d&rites dans "Current Protocols in 
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Molecular Biology" Volumes I e, 2. Ausubel F.M. e« al . pubhes par Greene Publishing 
Assocates ec Wiley -Interscience (1989)(Par la suite, les references a des protocols decrits 
dans cet ouvrage seront notees "ref. CPMB"). Us operations concernant l'ADN. qui ont ete 
etfectuees selon les protocols decrits dans cet ouvrage sont. en particulier les suivantes- 
hgation de fragments d'ADN. traitements par l'ADN polymerase de Klenow et la T4 ADN 
polymerase, preparation d'ADN de plasmides et de bacteriophages X soit en minipreparaion 
sou en max, preparation, analyses d'ADN et d'ARN respectivement selon les techniques de 
Southern et Northern. D'autres methodes decrites dans cet ouvrage ont ete suivies. et seules 
les modifications ou ajouts significatifs k ces protocoles ont ete decrits ci-dessous. 
Al. Obtention d un fragment d'EPSPS d' Arabidops is thaliana 

a) deux oligonucleotides 20-mers de sequences respectives: 
5'- GCTCTGCTCATGTCTGCTCC -3' 
5'- GCCCGCCCTTGACAAAGAAA- 3" 

ont ete syntheses a partir de la sequence d'un gene d'EPSPS d'Arabidopsis thaliana 
(Klee HJ. et al. (1987) Mol. Gen. Genet.. 210. 437-442). Ces deux oligonucleotides sont 
respectivement en position 1523 a 1543 et 1737 a 1717 de la sequence publiee e. en 
orientation convergente. 

b) L'ADN total d'Arabidopsis thaliana (var. Columbia) a ete obtenu chez Clontech 
(reference catalogue: 6970- 1 ) 

O On melange 50 nanogrammes(ng) d'ADN avec 300ng de chacun des 
oligonucleotides et soumis a 35 cycles d'amplification avec un appareil Perkin-Elmer 9600 
dans les conditions de milieu standard pour 1'amplification preconisees par le fournisseur Le' 
fragment de 204 pb resultant constitue le fragment d'EPSPS d' Arabidopsis thaliana 

2. Construction dune bibliotheque d'un ADNc a partir d'une ligne cellulaire de mais 

' BMS . 

a) On broye 5 g de cellules filtrees dans l'azote liquide et les acides nucieiques totaux 
extrans selon la methode decrite par Shure et al. avec les modifications suivantes: 

- le pH du tampon de lyse est ajuste a PH = 9,0; 

-apres la precipitation par I'isopropanol. le culot est repris dans 1'eau et apres 
dissolution, ajuste a 2.5 M LiCl. Apres incubation pendant 12 h a «C. le culot de la 
centnfugation d 15 min. a 30000g a 4°C est resolubilise. L'etape de precipitation 
par L,C1 est alors repetee. Le culot resolubilise consutue la fraction ARN des acides 
nucieiques totaux. 

b) La fraction ARN-polyA+ de la fraction ARN est obtenue par chromatographic sur 
colonne ol,go-dT cellulose telle que decrite dans "Current Protocols in Molecular Biology ' 

c) Synthese d'ADNc double brin a extremite synthetique EcoRI: elle est realisee en 
suivant le protocole du fournisseur des differents reactifs necessaires a cette synthase sou 
forme d'un kit: le "copy kit" de la societe In Vitrogen. 
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Deux oligonucleotides simples brins et paniellement complementaires de sequences 
respectives: 

5 - AATTCCCGGG -3* 

5'- CCCGGG- 3' (ce dernier etant phosphoryie) 
5 sont ligues avec les ADNc double brin a extremites franches. 

Cette ligation des adaptateurs resulte en la creation de sites Sma I accoles aux ADNc 
double brin et EcoRI sous forme cohesive a chaque extremite des ADNc double brin. 
d) Creation de la bibliotheque: 

Les ADNc presentant k leurs extremites les sites artificiels cohesifs EcoRI sont 
10 ligues avec le ADNc du bacteriophage XgtlO coupe par EcoRI et dephosphoryle 

selon le protocole du fournisseur New England Biolabs. 
Une aliquote de la reaction de ligation a 6te encapsidee in vitro avec des extraits 
d'encapsidation: Gigapack Gold selon les instructions du fournisseur, cette librairie 
a ete titree en utilisant la bacterie E.coli C6OO/2/Z. la librairie ainsi obtenue est 
1 5 amplifiee et stockee selon les instructions du meme fournisseur et constitue la 

librairie de ADNc de suspension cellulaire de mais BMS. 
3. Criblage de la bibliotheque de ADNc de suspension cellulaire de mais BMS avec la 
sonde EPSPS dArabidopsis thaliana: 

Le protocole suivi est celui de "Current Protocols in Molecular Biology" Volumes 1 et 
20 2, Ausubel F.M. et al , publies par Greene Publishing Associates et S (1989)(CPMB). En 
bref, environ 10^ phages recombinants sont Stales sur boTte LB a une densite moyenne de 
100 phages /cm^- Les plages de lyses sont repliques en doubles sur membrane Hybond N 
d'Amersham. 

h) L'ADN a ete fixe sur les filtres par traitement UV 1600kJ (Stratalinker de 
25 Stratagene). Les filtres iont ete prehydrides dans: 6xSSC/0,l%SDS/0,25 lait ecreme pendant 
2h a 65°C. La sonde EPSPS dArabidopsis thaliana a i\€ marqufe au 32 P-dCTP par 
"random-priming" selon les instructions du fournisseur (Kit Ready to Go de Pharmacia). 
L'activite sp6cifique obtenue est de l'ordre de 10& cpm par jig de fragment. Apres 
denaturation pendant 5 min k 100°C, la sonde est ajout^e dans le milieu de prehybridation et 
30 Thybridation est poursuivie pendant 14 heures & 55°C. Les filtres sont fluorographic 48h h - 
80°C avec un film Kodak XAR5 et des dcrans renfor^ateurs Hyperscrcen RPN d'Amersham. 
Lalignement des spots positifs sur le filtre avec les boites d'oii Us sont issus permet de 
prelever, sur la boite, des zones correspondant aux phages presentant une reponse 
d'hybridation positive avec la sonde EPSPS dArabidopsis thaliana, Cette £tape d'dtalement, 
35 transfers hybridation, recuperation est rep^t^e jusqu'a ce que tous les spots de la boite des 
phages successivement purifif s se rtfvelent positifs & 100% en hybridation. Une plage de lyse 
par phage inddpendant est alors prelevde dans du milieu X diluant (Tris-Cl pH= 7,5; MgSCM 
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lOmM: NaCI O.IM: gelatine 0.1%). ces phages en solution constituant les clones positifs de 
I' EPSP de la suspension cellulaire de mai's BMS. 

4. Preparation et analyse de I'ADN des clones d'EPSPS de la suspension cellulaire de 
mat's BMS. 

On ajoute environ 5.1()8 phages a 20 ml de bacteries C600hfl a 2 OD 600nm/ml et 
incubes 15 minutes a 37 0 C. Cette suspension est alors diluee dans 200ml de milieu de 
croissance des bacteries dans un Erlen de 1 1 et agitee dans un agitateur rotatif a 250 rpm La 
lyse est constatee par clarification du milieu, correspondant a 1 lyse des bacteries turbides et 
se produit apres environ 4 h d'agitation. Ce sumageant est alors traite comme decrit dans 
"Current Protocols in Molecular Biology". L'ADN obtenu correspond aux clones d'EPSP de 
la suspension cellulaire de mais BMS. 

Un a deux ug de cet ADN sont coupes par EcoRI et separes sur gel d'agarose 
LGTA/TBE (ref. CPMB) a 0.8%. Une derniere verification consiste a s'assurer que I' ADN 
purifie presente bien un signal d'hybridation avec la sonde EPSPS dArabidopsis thaliana. 
Apres 1'electrophorese, les fragments d'ADN sont transfers sur membrane Hvbond N 
d'Amersham selon le protocole de Southern decrit dans "Current Protocols in Molecular 
Biology". Le filtre est hybride avcc la sonde EPSPS dArabidopsis thaliana selon les 
conditions decrites au paragraphe 3 ci-dessus. U clone presentant un signal d'hybridation 
avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana et contenant le plus long fragment EcoRI a une 
20 taille estimee sur gel a environ 1 ,7kpb. 

5. Obtention du clone pRPA-ML-7 1 1 : 

Dix ug de I'ADN du clone phagique contenant linsert de l,7kpb sont digeres par EcoRI 
et separes sur gel d'agarose LGTA/TBE (ref. CPMB) a 0,8%. Le fragment de gel contenant 
I'insen de l,7kpb est excise du gel par coloration BET et le fragment est traite a la |}-agarase 
selon le protocole du fournisseur New a Biolabs. L'ADN purifie du fragment de ljkpb est 
ligue a 12*C pendant 14h avec I'ADN du plasmide pUC 19 (New England Biolabs) coupe 
par EcoRI selon le protocole de ligation decrit dans "Current Protocols in Molecular 
Biology". Deux ul du melange de ligation ci-dessus sont utilises pour la transformation d'une 
aliquote dE.coli DH10B electro competentes; la transformation se fait par electroporation en 
utilisant les conditions suivantes: le melange de bacteries competentes et de milieu de 
ligation est introduit dans une cuvette d'clectroporation d'epaisseur 0.2 cm (Biorad) 
prelablement refroidie a 0°C. Us conditions physiques de 1'electroporation utilisant un 
electroporateur de marque Biorad sont 2500 Volts. 25 uFarad et 200 CI. Dans ces conditions, 
le temps de deoharge moyen de condensateur est de l'ordre de 4.2 millisecondes. Les 
bacteries sont alors reprises dans 1 ml de milieu SOC (ref. CPMB) et agitees pendanr 1 
heure a 200 rpm sur un agitateur rotatif dans des tubes Coming de 15 ml. Apres etalement 
sur milieu LB/agar supplement^ a 100 ug/ml de carbcniciline. les rnini-preparations des 
clones bacteriens ayant pousa* apres une nuit a 37 °C est realises selon le protocole decrit 
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dans "Current Protocols in Molecular Biology". Apres digestion par EcoRI de l'ADN et 
separation en electrophorese sur gel d'agarose LGTA/TBE (ref. CPMB) 5 0.8%. les clones 
presentant un insert de 1.7kpb sont conserves. Une derniere verification consiste a s' assurer 
que T ADN purifie presente bien un signal d'hybridation avec la sonde EPSPS d! Arabidopsis 
5 tiialiana. Apres l'electrophorese. les fragments d'ADN sont transferes sur membrane Hybond 
N d'Amersham selon le protocole de Southern decrit dans "Current Protocols in Molecular 
Biology". Le filtre est hybride avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis ihaliana selon les 
conditions decrites au paragraphe 3 ci-dessus. Le clone plasmidique presentant un insert de 
L7kpb et hybridant avec la sonde EPSPS d'Arabidopsis thaliana a ete prepare h plus grande 

10 echelle et l'ADN resultant de la lyse des bacteries purifie sur gradient de CsCl ainsi que 
decrit dans "Current Protocols in Molecular Biology". L'ADN purifie a ete partiellement 
sequence avec un kit Pharmacia en suivant les instructions du fournisseur et en utilisant 
comme amorces, les amorces universelles de Ml 3 directes et inverses commandees chez le 
meme fournisseur. La sequence partielle realisee couvre environ 0,5 kpb. La sequence 

15 derivee en acides amines dans la region de la proteine mature (environ 50 r6sidus acides 
amines) presente une identite de 100% avec la sequence aminee correspondante de l'EPSPS 
mature de mais decrite dans le brevet americain USP 4 971 908). Ce clone correspondant a 
un fragment EcoRI de l,7kpb de l'ADN de 1' EPSP de la suspension cellulaire de mais BMS 
a ete nomme pRPA-ML-71 1. La sequence complete de ce clone a it€ realisee sur les deux 

20 brins en utilisant le protocole du kit Pharmacia et en synth&isant des oligonucleotides 
complementaires et de direction oppos£e tous les 250 pb environ. La sequence complete de 
ce clone de 17 13 pb obtenue est presentee par SEQ ID N° 2. 
6. Obtention du clone pRPA-ML-715: 

L'analyse de la sequence du clone pRPA-ML-7 1 1 et en particulier la comparaison de la 
25 sequence d' acides amines derives avec celle de mais montre une extension de sequence de 
92 pb en amont du codon GCG codant pour l'Alanine NH2-terminale de la partie mature de 
l'EPSPS de mais (brevet amdricain USP 4 971 908). De meme une extension de 288 pb en 
aval du codon AAT codant pour Tasparagine COOH-terminale de la partie mature de 
l'EPSPS de mais (brevet americain USP 4 971 908) est observde. Ces deux parties pourraient 
30 corresponds pour Textension NH2-terminale k une portion de la sequence d'un peptide de 
transit pour la localisation plastidiale et pour Textension COOH-terminale a la region 3' non 
traduite de l'ADNc. 

Afm d'obtenir un ADNc codant pour la partie mature de l'ADNc de l'EPSPS de mais, 
telle que decrite dans 1' USP 4 97 1 908, les opirations suivantes ont il€ rfalis^es: 
35 a) Elimination de la region 3' non traduite: construction de pRPA-ML-712: 

Le clone pRPA-ML-7 1 1 a €i£ coupe par l'enzyme de restriction Asel et les extrdmitds 
resultant de cette coupure rendues franches par traitement avec le fragment de Klenow de 
l'ADN polymerase I selon le protocole ddcrit dans CPMB. Une coupure par l'enzyme de 
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restriction SacII a ensuite etc effectuee. L'ADN resultant de ces operations a ete separe par 
electrophorese sur gel d'agarose LGTA/TBE (reT. CPMB) 1 %. 

Le fragment de gel contenant I'insen "Asel-extremites franches/SacII" de 0.4 kpb a 
ete excise du gel et purifie selon le protocole decrit au paragraphe 5 ci-dessus. L'ADN du 
clone pRPA-ML-7 Haiti coupe par lenzyme de restriction HindHI situee dans le polylinker 
du vecteur de clonage pUCI9 et les extremites resultant de cette coupure ont ete rendues 
franches par traitement avec le fragment de Klenow de I'ADN polymerase I. Une coupure 
par Tenzyme de restriction SacII a ensuite ete effectuee. LADN resultant de ces 
manipulations a ete separe par electrophorese sur gel d'agarose LGTA/rBE (ref CPMB) 
0.7%. 

Le fragment de gel contenant l insert HindlH-extremites franches/SacII de environ 
3.7kpb a ete excise du gel et purifi* selon le protocole decrit au paragraphe 5 ci-dessus. 

Les deux inserts ont ete ligues. et 2 ul du melange de ligation ont servi a transformer 
E. coli DHIOB ainsi que decrit plus haut au paragraphe 5. 

On analyse le contenu en ADN plasmidique de differents clones selon la procedure 
decrite pour pRPA-ML-711. Un des clones plasmidique retenu contient un insert EcoRI- 
Hmdm de 1.45 kpb environ. La sequence des extremitCs terminales de ce clone revele que 
lextrcmite 5' de I'insen correspond exactement a 1'extremite correspondante de pRPA-ML- 
71 1 et que I'extrcmite 3' terminale presente la sequence suivante: 

" 5'-. .^AAIT A AGCTCTAGAGTCGACCTGCAGGCATGCA AGCTT-3 ' ". 
La sequence soulignee correspond au codon de 1'acide amine COOH-terminal 
asparagine. le codon suivant corresponds au codon stop de la traduction. Les nucleotides 
en aval correspondent a des elements de sequence du polylinker de pUCI9. Ce cJone 
comprenant la sequence de pRPAML-711 jusqu'au site de terminaison de la traduction de 
1'EPSPS mature de mats et suivie de sequences du polylinker de pUC 19 jusqu'au site 
Hindlll a H€ nornme^ pRPA-ML-712. 

b) Modificauon de I'extrfmit* 5' de pRPA-ML-712: construction de pRPA-ML-715 
Le clone pRPA-ML-712 a ete coupe par les enzymes de restrictions PstI et HimiDI. 
LADN resultant de ces manipulations a ete separe par electrophorese sur gel d'agarose 
LGTA/TBE (ref. CPMB) 0.8%. Le fragment de gel contenant l'insert Pstl/EcoRI de 1,3 kpb 
a ete excise du gel et purifie selon le protocole decrit au paragraphe 5 ci-dessus. Cet insert a 
ete mis en ligation en presence de quanute equimoleculaire de chacun des deux 
oligonucleotides partiellement complementaires. de sequence: 

01igol:5'-GAGCCGAGCTCCATGGCCGGCGCCGAGGAGATCGTGCTGCA-3' 
Oligo 2: 5'-GCACGATCTCCTCGGCGCCGGCCATGGAGCTCGGCTC-3' 
ainsi qu'en presence d'ADN du plasmide pUC19 digere par les enzymes de restrictions 
BamHI et Hindlll. 
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Deux jj! du melange dc ligation ont servi a transformer £. coli DHIOB ainsi que 
decrit plus haul au paragraphe 5. Apres analyse du contenu en ADN plasmidique de 
differents clones selon la procedure decrite ci-dessus au paragraphe 5. un des clones 
presentant un insert d'environ 1,3 kpb a ete conserve pour analyses ulterieures. La sequence 
5 de I'extremite 5* terminale du clone retenu revele que la sequence ADN dans cette region est 
la suivante: sequence du polylinker de pUC19 des sites EcoRI k BamHI. suivi de la sequence 
des oligonucleotides utilises lors du clonage, suivi du reste de la sequence presence dans 
pRPAML-712. Ce clone a ete nomme pRPA-ML-713. Ce clone presente un codon 
methionine ATG inclus dans un site NcoFen amont du codon Alanine N-tcrminal de 
10 1'EPSPSynthase mature. De plus, les codons alanine et glycine de rextremite N -terminate ont 
ete conservees, mais modifiees sur la troisieme base variable : GCQGGT initial donne 
GC£GGC modifie. 

Le clone pRPA-ML-713 a ete coupe par 1'enzyme de restriction Hindin et les 
extremites de certe coupure rendues franches par traitement avec le fragment de Klenow de 

15 la ADN polymerase I. Une coupure par 1'enzyme de restriction Sad a ensuite ete effectude. 
L'ADN resultant de ces manipulations a ete separe par electrophorese sur gel d'agarose 
LGTAyTBE (ref. CPMB) 0,8%. Le fragment de gel contenant 1'insert "Hindlll-extremites 
franches/Sad" de 1,3 kpb a ete excise du gel et purifie selon le protocole decrit au 
paragraphe 5 ci-dessus. Cet insert a ete mis en ligation en presence d'ADN du plasmide 

20 pUC19 digere par 1'enzyme de restriction Xbal et les extremites de cette coupure rendues 
franches par traitement avec le fragment de Klenow de l'ADN polymerase I. Une coupure 
par 1'enzyme de restriction SacI a ensuite ete effectuee. Deux pi du melange de ligation ont 
servi a transformer E. coli DHIOB ainsi que decrit plus haut au paragraphe 5. Apres analyse 
du contenu en ADN plasmidique de differents clones selon la procedure decrite ci-dessus au 

25 paragraphe 5, un des clones presentant un insert d'environ 1,3 kpb a ete conserve pour 
analyses ultdrieures. La sequence des extremites terminales du clone retenu r6vele que la 
sequence ADN est la suivante: sdquence du polylinker dc pUC19 des sites EcoRI a SacI, 
suivie de la sequence des oligonucleotides utilises lors du clonage deletee des 4 pb GATCC 
de Toligonucleotide 1 decrit ci-dessus, suivi du reste de la sequence presente dans pRPA- 

30 ML-712 jusqu'au site Hindm et sequence du polylinker de pUC19 de Xbal & Hindin. Ce 
clone a ete nomme pRPA-ML-715. 

7) Obtention d'un ADNc codant pour une EPSPS de mais mutee 

Toutes les dtapes de mutagenese ont 616 rialisees avec le U.S.E. mutagenesis kit de 
35 Pharmacia en suivant les instructions du fournisseur. Le principe de ce syst&me de 
mutagenese est le suivant: l'ADN plasmidique est ddnature par la chaleur et reassocie en 
presence d'un txcts molaire d'une part de l'oligonucldotide de mutagdnfcse, et d'autre part 
d'un oligonucleotide permettant d'eliminer un site d'enzyme de restriction unique present 



WO 98/02562 



18 



PCT/FR97/01256 



dans le polylinker. Apres I'etape de reassociation, la synthese du brin complcmentaire esi 
realisee par faction dc la T4 ADN polymerase en presence de T4 ADN ligase et de protcine 
du gene 32 dans un tampon approprie fourni. Le produit de synthese est incube en presence 
de lenzyme de restriction, dont le site est suppose avoir disparu par mutagenese. La souche 
5 d'£. coli presentant, en particulier, la mutation mutS est utilisee comme bote pour la 
transformation de cet ADN. Apres croissance en milieu liquide, I'ADN plasmidique total est 
prepare, incube en presence de lenzyme de restriction utilisee precedemment. Aprcs ces 
traitements, la souche d'£. coli DH10B est utilisee comme hole pour la transformation. 
L'ADN plasmidique des clones isoles est prepare et la presence de la mutation - introduite 
10 verifiee par sequenfage. 

A) - modifications de sites ou de sequence sans incidence a priori sur le caracten: de 
resistance de I'EPSPS de mais aux produits inhibiteurs competitifs de l'activite EPSP 
synthase: Elimination d'un site Ncol interne de pRPA~ML-715. 

La sequence de pRPA-ML-715 est numerotee arbitrairement en piagant la premiere base 
15 du codon Alanine N-terminal GCC en position I. Cette sequence presente un site Ncol en 
position 1217. ^oligonucleotide de modification du site presente la sequence : 
S'-CCACAGGATGGCGATGGCCTTCTCCO'. 
Apres sequen?age selon les references donnees ci-dessus, la sequence lue apres 
mutagenise correspond a celle de 1'oligonucleotide utilise. Le site Ncol a bien iti eliminE et 
20 la traduction en acides amines dans cette region conserve la sequence initiale presente sur 
pRPA-iML-715. 

Ce clone a 616 nomme pRPA-ML-716. 

La sequence de 1340 bp de ce clone est presentee SEQ ID N° 3 et SEQ ID N° 4. 

B) modifications de sequence permettant Taugmentation du caractere de resistance de 
25 I'EPSPS de mais aux produits inhibiteurs competitifs de l'activite EPSP synthase. 

Les oligonucleotides suivants ont ete utilises : 

a) mutation Thr 102 «■* He. 

5 '-G AATGCTGG A ATCGC A ATGCGG CC ATTG AC AG C -3 ' 

b) mutation Pro 106 Ser. 

30 S'-GAATGCTGGAACTGCAATGCGGTCCrTGACAGC-S 1 

c) mutations Gly 101 Ala et Thr 102 «► He. 

5'-CTTGGGGAATGCTGCCATCGCAATGCGGCCATTG-3' 

d) mutations Thr 102 He et Pro 106 Ser. 

S'-GGGGAATGCTGGAATCGCAATGCGGTCCrTGACAGC-S' 

35 

Aprts s^quengage, la sequence lue apres mutagenese sur les trois fragments mutes est 
identique k la sequence de I'ADN parental pRPA-ML-716 & 1'exceotion de la region 
mutag£n6is£e qui correspond & celle des oligonucleotides de mutagenfcse utilises. Ces clones 



WO 98/02562 



19 



PCT/FR97/01256 



ont ete nommes : pRPA-ML-717 pour la mutation Thr 102 «• He, pRPA-ML-718 pour la 
mutation Pro 106 Ser. pRPA-ML-719 pour les mutations Gly 101 Ala et Thr 102 «• He 
et pRPA-ML-720 pour les mutations Thr 102 He et Pro 106 Ser. 

La sequence de 1340 bp de pRPA-ML-720 est presentee SEQ ID N° 5 et SEQ ID N° 6. 

5 

L'insert Ncol-Hindlll de 1395 pb est a la base de toutes les constructions utilisees pour 
la transformation des plantes pour Introduction de la resistance aux herbicides inhibiteurs 
competitifs de I'EPSPS et en particulier la resistance au glyphosate. Cet insert sera nomme 
dans la suite des descriptions "le double mutant de l r EPSPS~de mais". 

10 B Tolerance au glyphosate des differents mutants in vitro. 

2.a: Extraction de 1'EPSP synthase. 
Les differents gfcnes d'EPSP synthases sont introduits sous forme d'une cassette NcoI-HindlU 
dans le vecteur plasmidique pTrc99a (Pharmacia, ref : 27-5007-01) coupe par Ncol et 
HindllL Les E. coli DH10B recombinantes surexprimant les differents EPSP synthases sont 

15 soniquees dans 40 ml de tampon par 10 g de cellules culottees et lavees avec ce raeme 

tampon (tris HC1 200 mM pH 7,8, mercaptoethanol 50 mM, EDTA 5 mM et PMSF 1 mM), 
auxquels on ajoute 1 g de polyvinylpyrrolidone. La suspension est agitee pendant 15 minutes 
a 4°C. puis centrifugee 20 minutes a 27000g et 4°C. 

Le surnageant est additionne de sulfate d'ammonium pour amener la solution a 40% de la 
20 saturation en sulfate d'ammonium. Le mdlange est centrifuge 20 minutes k 27000g et 4°C. 
Le nou veau surnageant est additionne de sulfate d'ammonium pour amener la solution a 70% 
de la saturation en sulfate d'ammonium. Le mdlange est centrifuge 30 minutes k 27000g et 
4°C. L'EPSP synthase, presente dans ce culot protdique, est reprise dans 1 ml de tampon (tris 
HC1 20 mM pH 7.8 et mercaptoethanol 50 mM). Cette solution est dialysee une nuit contre 
25 deux litres de ce meme tampon k 4°C. 

2.b: Activity enzymatique. 
L'activite de chaque enzyme ainsi que sa resistance au glyphosate est mesuree in vitro sur 10 
minutes a 37°C dans le melange reactionnel suivant: acide maldique 100 mM pH 5,6, 
phosphoenol pyruvate 1 mM, shikimate-3-phosphate 3 mM (prepare selon Knowles P.F. et 
30 Sprinson D.B. 1970. Methods in Enzymol 17A, 351-352 & partir de Aerobacter aerogenes 
strain ATCC 25597) et fluorure de potassium 10 mM. L'extrait enzymatique est ajoute au 
dernier moment apres Taddition de glyphosate dont la concentration finale varie de 0 k 20 
mM. 

L'activite est mesuree par dosage du phosphate liter* selon la technique de Tausky H.A. et 
35 Shorr E. 1953. J. Biol. Chem. 202, 675-685. 

Dans ces conditions, 1'enzyme sauvage (WT) est inhibfe k 85% dbs la concentration de 0,12 
mM de glyphosate. A cette concentration, l enzyme mutante connue Serl06 n'est inhib^e 
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qua 50% et les trois autres mutants Ilel02. Ilel02/Serl06. Alal0l/Ilel02 ne sont pas ou peu 
inhibees. 

II faut multiplier la concentration de glyphosate par dix, soit 1,2 mM, pour inhiber lenzyme 
mutante He 102 a 50%, les mutants Ilel02/Serl06. Ala/Ile et Ala n'etant toujours pas inhibes. 
5 II faut noter que I'activite des mutants Ala/Ile et Ala nest pas inhibee jusqu'a des 

concentrations de 10 mM de glyphosate. et que celle du mutant Ilel02/Serl06 nest pas 
reduite meme si la concentration en glyphosate est multipliee par 2. soit 20 mM. 
C 

Resistance des plantes de tabac transformes. 
10 0-1 Constructions des plasmides: 

pRPA-RD-124: Addition d'un signal de polyadenylation "nos" a pRPA-ML-720, 
obtenu precedemment, avec creation d une cassette de clonage contenant le gene d'EPSPS 
double mutant de mais (Thr 102 -> He et Pro 106 Ser). pRPA-ML-720 est digere avec 
Hind Dl. traite avec le fragment de Klenow de I'ADN polymerase I d'£. coli pour produire 
15 une extremite franche. On effectue une seconde digestion avec Nco I et le fragment EPSPS 
est purifie. Le gene EPSPS est ensuite ligue avec pRPA-RD-12 purifie (une cassette de 
clonage contenant le signal de polyadenylation de la nopaline synthase) pour donner pRPA- 
RD-124. Pour obtenir le vecteur pRPA-RD-12 purifie utile, il a fallu que celui-ci soit 
prealablement digere par Sail, traite avec l'ADN polymerase de KJenow, puis digere une 
20 seconde fois avec Ncol. 

pRPA-RD-125: Addition d un peptide de transit optimist (OTP) a pRPA-RD-124 avec 
creation d une cassette de clonage contenant le gene d'EPSPS cible sur les plasmides. 
pRPA-RD-7 (demande de brevet europeen EP 652 286) est digere avec Sph I, traite avec la 
T4 ADN polymerase, puis digere avec Spe 1 et le fragment OTP est purifie. Ce fragment 

25 OTP est clone dans pRPA-RD- 1 24 qui a ete prealablement digeree par Ncol, traite avec 
l'ADN polymerase de Klenow pour enlever la partie protuberante 3', puis digeree par Spe I. 
Ce clone est alors sequence pour assurer la fusion traductionnelle correcte entre le OTP et 
le gene d'EPSPS. On obtient alors pRPA-RD-125. 

pRPA-RD-159: Addition du promoteur double d'histone d'arabidopsis H4A748 

30 (demande de brevet EP 507 698 ) a pRPA-RD- 125 avec creation d'une cassette pour 

expression dans les plantes pour l'expression du gene "OTP- gene d'EPSPS double mutant" 
dans les tissus de dicotyledones. pRPA-RD-132 (une cassette contenant le promoteur 
double H4A748 (demande de brevet EP 507 698)) est digeree avec Nco I et Sac I. Le 
fragment purify du promoteur est ensuite clond dans qui a €i€ digere avec Eco I et Sac I. 

35 pRPA-RD- 1 73: Addition du gene "promoteur H4A748-OTP-gene d'EPSPS double 

mutant" de pRPA-RD-159 dans plasmide pRPA-BL-150A (demande de brevet europeen 
508 909) avec creation d'un vecteur de transformation Agrobacterium tumefaciens. pRPA- 
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RD- 159 est digere avec Not I et traite avec la polymerase de Klenow. Ce fragment est 
ensuite clone dans pRPA-BL-I50A avec Sma I. 

1-1- Transformation. 

5 Le vecteur pRPA-RD-173 est introduit dans la souche d'Agrobacterium tumefaciens 

EHA101 (Hood et al.,1987) porteuse du cosmide pTVK291 (Komari et al.,1986). La 
technique de transformation est basee sur la procedure de Horsh et al.( 1985). 
1-2- Regeneration. 

La regeneration du tabac PBD6 (provenance SEITA France)"^ partir d'explants 
10 foliaires est realisee sur un milieu de base Murashige et Skoog (MS) comprenant 30g/l de 
saccharose ainsi que 200 ng/ml de kanamycine. Les explants foliaires sont preleves sur des 
plantes cultivees en serre ou in vitro et transformees selon la technique des disques foliaires 
(Science, 1985. Vol 227,p. 1229- 1231) en trois etapes successives: la premiere comprend 
Induction des pousses sur un milieu additionne de 30g/l de saccharose contenant 0,05 mg/1 
15 dacide naphtylacetique (ANA) et 2mg/l de benzylaminopurine (BAP) pendant 15 jours. Les 
pousses formees au cours de cette etape sont ensuite developpees pendant 10 jours par 
culture sur un milieu MS additionne de 30g/l de saccharose mais ne contenant pas 
d'hormone. Puis on preleve des pousses developpees et on les cultive sur un milieu 
d'enracinement MS h. teneur moiti£ en sels, vitamines et sucre et ne contenant pas 
20 d'hormone. Au bout d'environ 15 jours, les pousses enracinees sont passees en terre. 
1 -3- Resistance au glyphosate. 

Vingt plantes transformees ont ete regenerees et passees en serre pour la construction 
pRPA-RD-173. Ces plantes ont ete traitees en serre au stade 5 feuilles avec une suspension 
acqueuse de RoundUp correspondant a 0,8kg de matiere active glyphosate par hectare. 
25 Les resuhats correspondent a l'observation d'indices de phytotoxicite releves 3 semaine 

apres traitement. Dans ces conditions, on constate que les plantes transformees par la 
construction pRPA-RD-173 presentent une trfcs bonne tolerance alors que les plantes 
temoins non transformees sont complfetement detruites. 

Ces resultats monu-ent clairement Tam^lioration apportde par 1'utilisation d'un gfene 
30 chimere selon Tinvention pour un meme gene codant pour la tolerance au glyphosate. 

Exemole 5; Transformation du tabac industriel PBD6. avec gene de la nitrilase (pour => 

cflpsimgiiop 238; 

Ce tabac est obtenu selon reriseignement de la demande europdenne n° 0 337 899 page 6 
35 ligne 50 et suivantes k partir de la construction 238, qui est celle ddcrite sous le nom de 
pRPA-BL 238. 
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Exemple 6: Croisement par pollinisation 

On procede par pollinisation en serre au croisement respectivement des lignees Co 17, 173 
et 238 : 

- Co 17 avec 238 pour obtenir des plantes de tabac PBD6 a tester sur la double tolerance a 
5 I'isoxaflutole et au bromoxynil {" plantes HPPD + OXY") et 

- Co 17 avec 173 pour obtenir des plantes de tabac PBD6 a tester sur la double tolerance a 
I'isoxaflutole et au glyphosate ( "plantes HPPD + EPSPS"). 

Les trois lignees sont homozygotes vis k vis du gene concerne: en consequence la 
descendance est hemizygote pour chacun des deux genes introduits par croisement. 

10 Les plantes croisees sont obtenues au bout de six semaines. 




tole et 



15 



20 



25 



30 



de postlevee avec le br omoxynil ou le plvphosate 



Dans cet essai, chaque test est effectue sur un echantillon de 10 plantes, 10 plantes etant 
gardees non traitees. 

Tous les traitements sont effcctues par pulverisation a raison de 5001 de bouillie par 
hectare. 

Pour le traitement en postlevee, on fait un semis puis on repique les plantes en godels de 
9cm x 9cm. 

Les traitements de post levee sont faits a un stade bien developpe (3-4 feuilles)Des lots de 
plantes respectivement sauvage et genetiquement transformees obtenues ci-dessus sont 
repanis en plusieurs pans, avec: 

a) un lot non traits, 

b) d'autres lots qui sont traites respectivement avec un herbicide seul, 

- de I'isoxaflutole en post levee, a deux doses (respectivement 200 et 400 g/ha) , 

- du bromoxynil en post levee a deux doses (respectivement 400 et 800 g/ha)„ 

- du glyphosate en post levde a deux doses (respectivement 800 et 1200 g/ha), 

c) d'autres lots qui sont traites respectivement avec deux herbicides, en post levee, en 
melange extemporane: 

- de I'isoxaflutole et du bromoxynil h deux doses (respectivement 200/400 et 400/800 

g/ha) 

- de I'isoxaflutole et du glyphosate a deux doses (respectivement 200/800 et 
400/1200 g/ha). 
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Les traitements sont effectues avec les formulations suivantes: isoxaflutole a 75%. le 
bromoxynil ( produit commercial PARDNER) sous forme octanoate en concentre 
emulsionnable a 225s /l et le glyphosate (Round-UP) 

Dans ces conditions, on observe 17 jours apres le traitement les phytotoxicites suivantes, 
5 exprimees en pourcentage de destruction indiquees dans le tableau suivant. ainsi que le 
nombre de plantes par lot et les doses d'herbicide(s) exprimees en gramme de matifcre active 
par hectare: 



10 



Traitement de postle vee avec risoxaflutole 
et de postlevee avec le bromoxvnil ou le glvphosate 



Herbicide 



Plantes avec gene de tolerance 



Controles 



isoxaflutole 200 
seul 400 



bromoxynil 
seul 



400 
800 



Glyphosate 800 
seul 1 200 



Isoxaflutole 200 
+ bromoxvnil 400 



Isoxaflutole 400 
± bromoxynil 800 



HPPD 
+ OXY 



10 



20 
20 



10 
10 



20 



20 



4% 
5% 



10 



20 
20 



HPPD + 
EPSPS 



2% 
3% 



10 



10 



3% 
0% 



10 
10 



20% 



30% 



Isoxaflutole 200 
+ glyphosate 800 



Isoxaflutole 400 
+ glyphosate 1200 




10 
10 



10 



10 



40 



40 



5% 



10% 



10 



10 



SANS = 
Sauvage 



75% 
85% 



0% 
0% 



100% 
100% 



100% 



100% 



100% 



100% 



* nombre de plants 
15 Exemple 8 

Dans le but d'etudier si le gene de l'HPPD de Pseudomonas fluorescent peut etre utilise 
comme gene marqueur au cours du cycle "transformation - regeneration" d'une espece 
vegetale. le tabac a 6t6 transforme avec le gene chimere compose du gene de l'HPPD et du 
gene EPSPS doublement mut£ de resistance au glyphosate et des plantes transformees 
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resistantes a la fois a I'isoxaflutole et au glyphosate ont 6t6 obtcnues apres selection sur 
isoxaflutole. 

Materiel et methodes et rfsultats 

Le gene chimerique pRP 2012 decrit ci-dessous est transfere dans du tabac industriel PBD6 
selon les procedures de transformation et de regeneration deja decrites dans la demande 
europeenne EP n° 0 508 909. 

Le gene chimere du vecteur pRP 2012 a la structure A-B suivante, dans laquelle: 

A est: 



Promoteur double 
histone 


TEV 


OTP 


Region codante de THPPD 


Terminateur nos 


et B est : 


Promoteur double 
histone 


TEV 


OTP 


Region codante de l'EPSPS 


Terminateur nos 



comme celui utilise dans le vecteur pRPA-RD-173 



Le gene chimere pRP 2012 est introduit dans le tabac. 
1 transformation: 

Le vecteur est introduit dans la souche non oncogene d'Agrobacterium EHA 
101(Hood et al t 1987) porteuse du cosmide pTVK 291(Komari et al,1986). La technique de 
transformation est basee sur la procedure de Horsh et al(1985). 

2) Regeneration: 

La reg6n6ration du tabac PBD6 (provenance SEITA France) h paitir d'explants 
foliaires est realisee sur un milieu de base Murashige et Skoog (MS) comprenant 30g/l de 
saccharose ainsi que 350 mg/1 de cefotaxime et 1 mg/1 d'isoxaflutole. Les explants foliaires 
sont pr61ev6s sur des plants en serre ou in vitro et transforms selon la technique des disques 
foliaires (Science 1985/Vol 227,p. 1229- 1231) en trois Stapes successives: la premiere 
comprend Tinduction des pousses sur un milieu MS additionne de 30g/l de saccharose 
contenant 0.05mg/l d'acide naphtylacdtique (ANA) et 2 mg/1 de benzylaminopurine (BAP) 
pendant 15 jours et 1 mg/1 d^soxaflutole. Les pousses veites formees au cours de cette £tape 
sont ensuite diveloppees par culture sur un milieu MS addition^ de 30 g/1 de saccharose et 
1 mg/1 d'isoxaflutole mais ne contenant pas d'hormone, pendant 10 jours. Puis on prtlfeve des 
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pousses deveioppees et on les cultive sur un milieu d'enracinement MS a teneur moitie en 
sets, vitamines et sucres et 1 mg/l d'isoxaflutole et ne contenant pas d'hormone. Au bout 
d environ 15 jours, les pousses enracinees sont passees en tenre. 

5 Toutes les plantules obtenues selon ce protocole sont analysees par PCR avec des 

amorces specifiques de I'HPPD de P. fluorescent. Cette analyse PCR a permis de confirmer 
que toutes les plantules ainsi obtenues ont bien integre le gene de I'HPPD et qu'elles sont 
tolerantes a la fois a l'isoxaflutole et au glyphosate, dans les conditions decrites a rcxemple7. 

10 En conclusion, cet essai confirme que le gene de I'HPPD peut etre utilise cornme gene 
marqueur et que, associe a ce gene, l'isoxaflutole peut etre un bon agent de selection. 

Exemole 9: Plante avec un gene HPPD et un pene bar, resistant * la fois a l'isoxaflutole et a 
la phosphinothrvcine. 

15 1 . Construction d'un gene chimere avec une sequence HPPD: 

Le plasmide pRPA-RD-1004 represente £ la figure 4 est obtenu par insertion du gene 
chimere de resistance aux isoxazoles dans le plasmide pUC 19 de 2686 pb, commercialism 
par New Englamd Biolabs (Yannish-Perron, CViera, J. and Massing, J. (1985) Gene 33, 
103-1 19 et contenant la r&istance & Tampicilline. 

20 Les differents elements du gene chimere sont, dans le sens de la traduction: 

- le promoteur histone H3C4 de mais de 1020pb decrit dans la demande EP 0 507 698; 

- Tintron du gene de Talcool dehydrogenase 1 de mais decrit par Sachs M et al 
Genetics 113: 449-467 (1986) et constitue de 536pb 

- le peptide de tansit optimise (OTP) decrit dans la demande de brevet EP 0 508 909; cet 
25 OTP est constitue des 171 pb du peptide de transit de la petite sous unite de la Ribulose 1,5 

bisphosphate carboxylase /oxygenase dHelianthus annuus (Waksman G. et al 1987. 
Nucleics acids Res. 15: 7181) suivies des 66 pb de la partie mature de la petite sous unite de 
la Ribulose 1,5 bisphosphate carboxylase /oxygenase de Zea mays (Lebrun et al 1987. 
Nucleics acids Res. 15: 4360) elles memes suivies des 150 pb du peptide de transit de la 
30 petite sous unite de la Ribulose 1,5 bisphosphate carboxylase/ oxygenase de Zea mays 
(Lebrun etal 1987. Nucleics acids Res. 15: 4360); L'ensemble fait done 387 pb; 

- la region codante de I'HPPD de Pseudomonas fluorescent decrite ci-dessus; 

- le terminateur du gene de la nopaline synthase (nos) (zone de polyadenylation du gfcne nos 
isole de pTi 37, 250 pb (Bevan M. et al. Nucleics Acids Res. 1 1 : 369-385); 

35 

2. construction d*un gene chimere de toldrance & la phosphinothricine (g6ne bar): 

La phosphinothricine acetyl tranferase (PAT) codee par le gfene bar est une enzyme qui 
inactive un herbicide, la phosphinothricine (PPT). La PPT inhibe la synthese de 
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glutamine et provoqie une accumulation rapide d'ammoniaque dans les cellus conduisant 
a leur mort (Tachibana et al 1986) . 

Le plasmide utilise pour introduire la tolerance a la phosphinothricine comme agent de 
selection est obtenu par insertion du gene chimere pDM 302 dans le vecteur pSP72 de 
5 2462 pb. commercialise par Promega Corp. (Genbank/ DDBJ database accession number 

X65332) et contenant le gene de resistance h l'ampiicilline. 

Le plasmide pDM 302 de 4700pb a et6 decrit par Cao, J., et al Plant Cell Report 11: 
586-591 (1992). 



10 Les differents elements de ce plasmide sont: 

- le promoteur du gene actine de riz decrit par Mc Elroy D. et al Plant Molecular Biology 

15: 257-268 (1990) constitue de 840 pb; 

- le premier exon du gene actine de riz constitue de 80 pb; 

• le premier intron du gene actine de riz constitue de 450 pb;- la region codante du gene bar 
15 de 600 pb excisee du plasmide pIJ41404 decrit par White J. et al Nuc. Acids res. 18: 
1862(1990); 

- le terminateur du gene de la nopaline synthase (nos) (zone de polyadenylation du gene nos 
isole de pTi 37, 250 pb (Bevan M. et al. Nucleics Acids Res. 11: 369-385). 



20 3. transformation: 

La technique du bombardement est utilisee pour introduire la- construction genetique. Les 
palsmides sont purifies sur colonne Qiagen et coprecipitds sur particules de tungstene 
M10 selonle procede Klein (Nature 327: 70-73, 1987). 

Une mixture (?) de particules metalliques et des deux plasmides decrits ci-dessus est emuite 
25 n 

bombardees sur des cellules embryogenes de mais selon le protocole par (???) 

4. Regeneration et utilisation du gene bar comme agent de selection: 
Les cals bombardes sont selectionnes sur glufosinate jusqu'i l'apparition de setceurs verts. 
30 Les cals positifs (?) sont alors convents en embryons somatiques (condition:; ou 
reference de la technique?) puis mis dans les conditions favorisant la germination 
(conditions ou reference de la technique?). Les jeunes plantes son transferees en serre 
pour la production de graines (conditions ou rifirence de la technique?). 
Les analyse moteculaires (conditions ou reference de la technique ?PCR?) rtalisees sur ces 
35 plantes montrent que : 

- au moins 4 cals s61ectionn£s sur phosphinothricine ont engendrd des plantes r£v£lant la 
presence du gene de FHPPD par PCR; 
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- au moins 5 cals stlectionnes sur phosphinothricine ont engendr€ des plantes rtvdant la 

presence du gene de l'HPPD par Southern blot; 

- au moins 5 cals selectionnes sur phosphinothricine ont engendrd des plantes revelant ia 

presence de la proteine recombinante par Western blot; 
5 - le gene chimere de l'HPPD et la proteine h&erologue sont absents des cals non 
transformes. 

Ces resultats montrent J'efficacite du gene chimfcre bar pour la selection des cals transformes 
contenant un autre gene d'interet agronomique. 

10 5. Analyse de la descendance des plantes transformtes: 

Les plantes transformees obtenues ci-dessus ont emis du pollen suppose en partie 
transgenique, qui a fccond£ des ovules d'un mai's sauvage non transgenique. Les graines 
obtenues sont selectionnees sur sable apres traitement a risoxaflutole. 
Le protocole de selection est le suivant: 

15 800ml de sable de Fontainebleau sont places dans une barquette de 15 x 20 cm de cotes. 
Ces barquettes sont alors arrosees oar de 1'eau et maintenant hydratees par apport d une 
solution nutritive constitute de 5ml de Quinoligo (La Quinoteine) par litre d'eau. Vingt 
graines de mais sont placees sur les barquettes, qui sont alors traitees a risoxaflutole par 
pulverisation a raison de 100 a 200g de matiere active par hectare (300 ou 600 ng de 

20 matiere active par barquette). Les barquettes sont ensuite placdes en culture en serre. 



Les resultats obtenus sont rassembles dans le tableau suivant: 



Genotypes 


Isoxaflutole 


nombre de 


nombre de 


nombre de 


nombre de 




(g/ha) 


graines 


plantes 


plantes 


plantes 






semees 


germees 


mortes 


survivantes 


non 


0 


20 


20 


0 


20 


transgenique 














100 


20 


20 


20 


0 


261 2B 459 


100 


10 


10 


5 


5 




200 


10 


9 


4 


5 


261 2D2 


100 


10 


9 


6 


3 




200 


10 


10 


7 


3 


261 2A2 


100 


10 


5 


3 


2 




200 


10 


7 


7 


0 
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Ces resultats montrent I'efficacite du gene de l'HPPD pour la selection des plantes resistantes 
de mais. lis montrent aussi que la suppression de l'HPPD de Pseudomonas dans les 
tissus de mais leur confere la tolerance a I'isoxaflutoie. 

5 Les sequences illustrees sont les suivantes: 
SEQ ID N° 1 

Sequence du gfcne de l'HPPD de Pseudomonas fluorescens A32. 
SEQ ID N° 2 

10 Sequence d' ADNc d'EPSPS d'Arabidopsis thaliana 
SEQ ID N° 3 et 4 

sequences respectivemcnt du gene et de la proteine de rePSPS de mais mutce, partie 
1 340 pb du clone pRPA-ML-7 16 

15 

SEQ ID n° 5 et SEQ ID n° 6 

sequences respectivement du gene et de la proteine de 1'EPSPS de mais mutee, panie 
1340 pb du clone pRPA-ML-720 

20 Les figures ci-apres sont donnees a litre indicaiif pour illustrer rinvention. 

La Figure 1 represente la sdquence proteique de l'HPPD de Pseudomonas sp. strain P.J. 874 
et la sequence nuclSotidique thdorique de ia partie codante correspondante; les cinq 
oligonucleotides choisis pour faire ramplification d'une partie de cette region codante sont 
symbolises par les cinq fleches. 

25 

La Figure 2 represente la cartographie du plasmide avec le fragment d'ADN genomique de 7 
kb contenant le gene de l'HPPD de P. fluorescens A32. 

La Figure 3 donne la comparaison des sequences en acides amines de r HPPD de P. 
30 fluorescens A32 et de l'HPPD de Pseudomonas sp strain P.J. 874 (seuls les acides amines 
divergents entre les deux sequences sont indiquds) ainsi que la sequence consensus. 
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Lisce des sequences 



SEQ ID NO: 1: 



ATGGCAGATC 


TATACGAAAA 


4Pa w m mm M*a jp+ mm m^, 

CCCAATGGGC 


CTGATGGGCT 


M^MMMM^MM M M ^Mk^^B ^BBi A ^^B 

TTGAATTCAT 


Mk MM M M M\*M JB Mj Ml 

CGAATTCGCG 


M\ 

60 


mm* mm mm mm jm» % ^m, 

TCGCCGACGC 


CGGGTACCCT 


GGAGCCGATC 


fV%#a m ^ai^ai a. ^aj A Ma mb m 

TTCGAGATCA 


■an ^ai ^at mm* ^a^ 4m>mm m ,^b 

TGGGCTTCAC 


MM\ m m Mj Miafe Mb ^M Mb Mk 

CAAAGTCGCG 


* M> M, 

120 


ACCC^CCGTT 


CCAAGAACGT 


GCACCTGTAC 


mb m* % ^m m» *m m*, m* 

CGCCAGGGCG 


AGATCAACCT 


«. ifk mi m Mam m % 

GATCCTCAAC 


180 


AACGAGCCCA 


AC AGC ATCG C 


CTCCTACTTT 


GCGGCCGAAC 


ACGGCCCGTC 


GGTGTGCGGC 


240 


ATGGCGTTCC 


GCGTGAAGGA 


CTCGCAAAAG 


MM MB AMJ| % Ml% % A MB 

GCCTACAACC 


GCGCCCTGGA 


ACTCGGCGCC 


300 


CAGCCGATCC 


ATATTGACAC 


CGGGCCGATG 


GAATTGAACC 


TGCCGGCGAT 


MK _ M. Ml Ml MJ Mj Mk Am MM 

CAAGGGCATC 


360 


mm A mm mm mm *m mm\ M"m M*k mm, 

GGCGGCGCGC 


Mb. MB mmmmv Mfc mm M m»b #MB 

CGTTGTACCT 


Mm Mb Mk ^M M MM Mm M» BM* 

GATCGACCGT 


^^MM^M. .^M. .^M. MM MM MM ^B B .MB 

TTCGGCGAAG 


GCAGCTCGAT 


CTACGACATC 


420 


MM » jMM MM%MM% f» jBa (Bk 

GACTTCGTGT 


M MM) Mm JHk Mb MM « & MM ^M 

ACCTCGAAGG 


■MB MM MM. MM MM M MM 1 

TGTGGAGCGC 


AATCCGGTCG 


GTGCAGGTCT 


CAAAGTCATC 


480 


GACCACCTGA 


CCCACAACGT 


CTATCGCGGC 


CGCATGGTCT 


ACTGGGCCAA 


CTTCTACGAG 


540 


AAATTGTTCA 


ACTTCCGTGA 


AGCGCGTTAC 


TTCGATATCA 


AGGGCGAGTA 


CACCGGCCTG 


600 


ACTTCCAAGG 


CCATGAGTGC 


GCCGGACGGC 


ATGATCCGCA 


TCCCGCTGAA 


CGAAGAGTCG 


660 


TCCAAGGGCG 


CGGGGCAGAT 


CGAAGAGTTC 


CTGATGCAGT 


TCAACGGCGA 


AGGCATCCAG 


720 


CACGTGGCGT 


TCCTCACCGA 


CGACCTGGTC 


AAGACCTGGG 


ACGCGTTGAA 


GAAAATCGGC 


780 


ATGCGCTTCA 


TGACCGCGCC 


GCCAGACACT 


TATTACGAAA 


TGCTCGAAGG 


CCGCCTGCCT 


840 


GACCACGGCG 


AGCCGGTGGA 


TCAACTGCAG 


GCACGCGGTA 


TCCTGCTGGA 


CGGATCTTCC 


900 


GTGGAAGGCG 


ACAAACGCCT 


GCTGCTGCAG 


ATCTTCTCGG 


AAACCCTGAT 


GGGCCCGGTG 


960 


TTCTTCGAAT 


TCATCCAGCG 


CAAGGGCGAC 


GATGGGTTTG 


GCGAGGGCAA 


CTTCAAGGCG 


1020 


CTGTTCGAGT 


CCATCGAACG 


TGACCAGGTG 


CGTCGTGGTG 


TATTGACCGC 


CGATTAA 


1077 
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SEQ ID NO: 2: 

AATCAATTTC ACACAGGAAA CAGCTATGAC CATGATTACG AATTCGGGCC CGGGCGCGTG 60 

ATCCGGCGGC GGCAGCGGCG GCGGCGGTGC AGGCGGGTGC CGAGGAGATC GTGCTGCACC 120 

CCATCAAGGA GATCTCCGGC ACCGTCAAGC TGCCGGGGTC CAAGTCGCTT TCCAACCGGA 180 

TCCTCCTACT CGCCGCCCTG TCCGAGGGGA CAACAGTGGT TGATAACCTG CTGAACAGTG 240 

AGGATGTCCA CTACATGCTC GGGGCCTTGA GGACTCTTGG TCTCTCTGTC GAAGCGGACA 300 

AAGCTGCCAA AAGAGCTGTA GTTGTTGGCT GTGGTGGAAA GTTCCCAGTT GAGGATGCTA 360 

AAGAGGAAGT GCAGCTCTTC TTGGGGAATG CTGGAACTGC AATGCGGCCA TTGACAGCAG 420 

CTGTTACTGC TGCTGGTGGA AATGCAACTT ACGTGCTTGA TGGAGTACCA AGAATGAGGG 480 

AGAGACCCAT TGGCGACTTG GTTGTCGGAT TGAAGCAGCT TGGTGCAGAT GTTGATTGTT 540 

TCCTTGGCAC TGACTGCCCA CCTGTTCGTG TCAATGGAAT CGGAGGGCTA CCTGGTGGCA 600 

AGGTCAAGCT GTCTGGCTCC ATCAGCAGTC AGTACTTGAG TGCCTTGCTG ATGGCTGCTC 660 

CTTTGGCTCT TGGGGATGTG GAGATTGAAA TCATTGATAA ATTAATCTCC ATTCCGTACG 720 

TCGAAATGAC ATTGAGATTG ATGGAGCGTT TTGGTGTGAA AGCAGAGCAT TCTGATAGCT 780 

GGGACAGATT CTACATTAAG GGAGGTCAAA AATACAAGTC CCCTAAAAAT GCCTATGTTG 840 

AAGGTGATGC CTCAAGCGCA AGCTATTTCT TGGCTGGTGC TGCAATTACT GGAGGGACTG 900 

TGACTGTGGA AGGTTGTGGC ACCACCAGTT TGCAGGGTGA TGTGAAGTTT GCTGAGGTAC 960 

TGGAGATGAT GGGAGCGAAG GTTACATGGA CCGAGACTAG CGTAACTGTT ACTGGCCCAC 1020 

CGCGGGAGCC ATTTGGGAGG AAACACCTCA AGGCGATTGA TGTCAACATG AACAAGATGC 1080 

CTGATGTCGC CATGACTCTT GCTGTGGTTG CCCTCTTTGC CGATGGCCCG ACAGCCATCA 1140 

GAGACGTGGC TTCCTGGAGA GTAAAGGAGA CCGAGAGGAT GGTTGCGATC CGGACGGAGC 1200 

TAACCAAGCT GGGAGCATCT GTTGAGGAAG GGCCGGACTA CTGCATCATC ACGCCGCCGG 1260 

AGAAGCTGAA CGTGACGGCG ATCGACACGT ACGACGACCA CAGGATGGCC ATGGCCTTCT 1320 

CCCTTGCCGC CTGTGCCGAG GTCCCCGTCA CCATCCGGGA CCCTGGGTGC ACCCGGAAGA 1380 

CCTTCCCCGA CTACTTCGAT GTGCTGAGCA CTTTCGTCAA GAATTAATAA AGCGTGCGAT 1440 

ACTACCACGC AGCTTGATTG AAGTGATAGG CTTGTGCTGA GGAAATACAT TTCTTTTGTT 1500 

CTGTTTTTCT CTTTCACGGG ATTAAGTTTT GAGTCTGTAA CGTTAGTTGT TTGTAGCAAG 1560 

TTTCTATTTC GGATCTTAAG TTTGTGCACT GTAAGCCAAA TTTCATTTCA AGAGTGGTTC 1620 

GTTGGAATAA TAAGAATAAT AAATTACGTT TCAGTGAAAA AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA 1680 

AAAAAAAAAA AAAAAAAAAA AACCCGGGAA TTC ,,,, 
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SEQ ID NO: 3: 

CCATG GCC GGC GCC GAG GAG ATC GTG CTG CAG CCC ATC AAG GAG ATC 47 
Ala Gly Ala Glu Glu lie Val Leu Gin Pro He Lys Glu He 
1 5 10 

TCC GGC ACC GTC AAG CTG CCG GGG TCC AAG TCG CTT TCC AAC CGG ATC 95 
Ser Gly Thr Val Lys Leu Pro Gly Ser Lys Ser Leu Ser Asn Arg He 
15 20 25 30 

CTC CTA CTC GCC GCC CTG TCC GAG GGG ACA ACA GTG GTT GAT AAC CTG 143 
Leu Leu Leu Ala Ala Leu Ser Glu Gly Thr Thr Val Val Asp Asn Leu 

35 40 45 

CTG AAC AGT GAG GAT GTC CAC TA(f ATG CTC GGG GCC TTG AGG ACT CTT 191 
Leu Asn Ser Glu Asp Val His Tyr Met Leu Gly Ala Leu Arg Thr Leu 

50 55 60 

GGT CTC TCT GTC GAA GCG GAC AAA GCT GCC AAA AGA GCT GTA GTT GTT 23 9 

Gly Leu Ser Val Glu Ala Asp Lys Ala Ala Lys Arg Ala Val Val Val 
65 70 75 

GGC TGT GGT GGA AAG TTC CCA GTT GAG GAT GCT AAA GAG GAA GTG CAG 287 
Gly Cys Gly Gly Lys Phe Pro Val Glu Asp Ala Lys Glu Glu Val Gin 
80 85 90 

CTC TTC TTG GGG AAT GCT GGA ACT GCA ATG CGG CCA TTG ACA GCA GCT 33 5 

Leu Phe Leu Gly Asn Ala Gly Thr Ala Met Arg Pro Leu Thr Ala Ala 
55 100 105 110 

GTT ACT GCT GCT GGT GGA AAT GCA ACT TAC GTG CTT GAT GGA GTA CCA 383 
Val Thr Ala Ala Gly Gly Asn Ala Thr Tyr Val Leu Asp Gly Val Pro 

115 120 125 

AGA ATG AGG GAG AGA CCC ATT GGC GAC TTG GTT GTC GGA TTG AAG CAG 431 
Arg Met Arg Glu Arg Pro He Gly Asp Leu Val Val Gly Leu Lys Gin 

130 135 140 

CTT GGT GCA GAT GTT GAT TGT TTC CTT GGC ACT GAC TGC CCA CCT GTT 479 
Leu Gly Ala Asp Val Asp Cys Phe Leu Gly Thr Asp Cys Pro Pro Val 
145 150 155 

CGT GTC AAT GGA ATC GGA GGG CTA CCT GGT GGC AAG GTC AAG CTG TCT 527 
Arg Val Asn Gly He Gly Gly Leu Pro Gly Gly Lys Val Lys Leu Ser 
160 165 170 

GGC TCC ATC AGC AGT CAG TAC TTG AGT GCC TTG CTG ATG GCT GCT CCT 57 5 

Gly Ser He Ser Ser Gin Tyr Leu Ser Ala Leu Leu Met Ala Ala Pro 
175 180 185 190 

TTG GCT CTT GGG GAT GTG GAG ATT GAA ATC ATT GAT AAA TTA ATC TCC 623 
Leu Ala Leu Gly Asp Val Glu He Glu He He Asp Lys Leu He Ser 

195 200 205 

ATT CCG TAC GTC GAA ATG ACA TTG AGA TTG ATG GAG CGT TTT GGT GTG 671 
He Pro Tyr Val Glu Met Thr Leu Arg Leu Met Glu Arg Phe Gly Val 

210 215 220 

AAA GCA GAG CAT TCT GAT AGC TuG GAC AGA TTC TAC ATT AAG GGA GGT 719 
Lys Ala Glu His Ser Asp Ser Trp Asp Arg Phe Tyr He Lys Gly Gly 
225 230 235 

CAA AAA TAC AAG TCC CCT AAA AAT GCC TAT GTT GAA GGT GAT GCC TCA 767 
Gin Lys Tyr Lys Ser Pro Lys Asn Ala Tyr Val Glu Gly Asp Ala Ser 
240 245 250 
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SEQ ID NO: 3 (suite) 



AGC GCA AGC TAT TTC TTG OCT GOT GCT GCA ATT ACT GGA GGG ACT GTG 
Ser Ala Ser Tyr Phe Leu Ala Gly Ala Ala lie Thr Gly Gly Thr Val 

260 265 " 270 

ACT GTG GAA GGT TGT GGC ACC ACC AGT TTG CAG GGT GAT GTG AAG TTT 
Thr Val Glu Gly Cys Gly Thr Thr Ser Leu Gin Gly Asp SI? l^s J£ 

275 280 285 

GCT GAG GTA CTG GAG ATG ATG GGA GCG AAG GTT ACA TGG ACC GXC act 
Ala Glu Val Leu Glu Met Met Gly Ala Lys Val Thr" £ 

290 295 300 

SI? 5£! 2!? SSI 2E «? CGG GAG ^A TTT GGG AGG AAA CAC 

Gly 
315 

fl» we ?S rTl ™I 2*? ^ C ATG ^ G CCT GAT GTC GCC ATG 

Pro 

330 

ACT CTT GCT GTG GTT GCC CTC TTT GCC GAT GGC CCG ACA GCC ATr apa 
Thr Leu Ala Val Val Ala Leu Phe Ala Asp cly Pro Ma S ire 

333 340 345 " 350 

GAC GTG GCT TCC TGG AGA GTA AAG GAG ACC GAG AGG ATG GTT GCG ATC 
Asp Val Ala Ser Trp Arg Val Lys Glu Thr Glu Arg Met Val Ala lie 

353 360 3 6 5 

a 00 S° G CTA ACC *** CTG GGA GCA TCT GTT GAG GAA GGG CCG GAC 

Arg Thr Glu Leu Thr Lys Leu Gly Ala Ser Val Glu Glu Gly Pro Asp 

370 375 380 



«T 7, V ~Z . . ; , wv - "-^ CGG GAG CCA TTT GGG AGG AAA CAC 

Ser Val Thr Val Thr Gly Pro Pro Arg Glu Pro Phe Gly Arg Lyl 5?° 

GCG ATT GAT GTC AAC ATG mk AAG ATG CCT GAT GTC GCC ATG 

Leu Lys Ala lie Asp Val Asn Met Asn Lys Met Pro Asp Val Ala Met 

J Z _, ** 



•• *~ '* ^>_l, CLt, gag AAG CTG AAC GTG ACG GCG ATC GAC 

Tyr Cys lie lie Thr Pro Pro Glu Lys Leu Asn Val Thr Ala lie Asp 

™_ GAC GAC CAC AGG ATG GCC ATG GCC TTC TCC CTT GCC GCC TGT 

Thr Tyr Asp Asp His Arg Met Ala Met Ala Phe Ser Leu Ala Ala Cyl 
suu 405 — J 



™° rSf r? G tTS. *S C S? GCG GAG ^ CTG AAC GTG ACG GCG ATC GAC 

Thr 
395 

rll £ C GAG It! S A f AGG . ATG GCC ATG GCC TTC TCC CTT GCC GCC TGT 

Ser 

410 

GCC GAG GTC CCC GTC ACC ATC CGG GAC CCT GGG TGC ACC CGG AAG ACC 
Ma Glu Val Pro Val Thr He Arg Asp Pro Gly Cys JS Arg £s £hr 

420 425 430 

TTC CCC GAC TAC TTC GAT GTG CTG AGC ACT TTC GTC AAG AAT 
Phe Pro Asp Tyr Phe Asp Val Leu Ser Thr Phe Val Lys Asn 

435 440 

TAA 



815 



863 



911 



959 



1007 



1055 



1103 



1151 



1199 



1247 



1295 



1337 



1340 
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SEQ ID NO: 4: 

Ala Gly Ala Glu Glu lie Val Leu Gin Pro lie Lys Glu He Ser Gly 
1 5 :o 15 

Thr Val Lys Leu Pro Gly Ser Lys Ser Leu Ser Asn Arg He Leu Leu 

20 25 30 

Leu Ala Ala Leu Ser Glu Gly Thr Thr Val Val Asp Asn Leu Leu Asn 
35 40 45 

Ser Glu Asp Val His Tyr Met Leu Gly Ala Leu Arg Thr Leu Gly Leu 
50 55 60 

Ser Val Glu Ala Asp Lys Ala Ala Lys Arg Ala Val Val Val Gly Cys 
65 70 75 80 

Gly Gly Lys Phe Pro Val Glu Asp Ala Lys Glu Glu Val Gin Leu Phe 

85 90 95 

Leu Gly Asn Ala Gly Thr Ala Met Arg Pro Leu Thr Ala Ala Val Thr 

100 105 110 

Ala Ala Gly Gly Asn Ala Thr Tyr Val Leu Aso Gly Val Pro Arg Met 
115 120 125 

Arg Glu Arg Pro He Gly Asp Leu Val Val Gly Leu Lys Gin Leu Gly 
130 135 140 

Ala Asp Val Asp Cys Phe Leu Gly Thr Aso Cvs Pro Pro Val Arg Val 
145 150 * 155 160 

Asn Gly He Gly Gly Leu Pro Gly Gly Lys Val Lys Leu Ser Gly Ser 

165 170 175 

lie Ser Ser Gin Tyr Leu Ser Ala Leu Leu Met Ala Ala Pro Leu Ala 

180 185 190 

Leu Gly Asp Val Glu He Glu He He Aso Lys Leu He Ser He Pro 
195 200 205 

Tyr Val Glu Met Thr Leu Arg Leu Met Glu Arg Phe Gly Val Lys Ala 
210 215 220 

Glu His Ser Asp Ser Trp Asp Arg Phe Tyr He Lys Gly Gly Gin Lys 
225 230 235 240 

Tyr Lys Ser Pro Lys Asn Ala Tyr Val Glu Gly Asp Ala Ser Ser Ala 

245 250 255 

Ser Tyr Phe Leu Ala Gly Ala Ala He Thr Gly Gly Thr Val Thr Val 

260 265 ~ 270 

Glu Gly Cys Gly Thr Thr Ser Leu Gin Gly Asp Val Lys Phe Ala Glu 
275 280 285 

Val Leu Glu Met Met Gly Ala Lys Val Thr Trp Thr Glu Thr Ser Val 
290 295 300 

Thr Val Thr Gly Pro Pro Arg Glu Pro Phe Gly Arg Lys His Leu Lys 
305 310 315 320 

Ala He Asp Val Asn Met Asn Lys Met Pro Asp Val Ala Met Thr Leu 

325 330 335 

Ala Val Val Ala Leu Phe Ala Asp Gly Pro Thr Ala He Arg Asp Val 

340 345 350 
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SEQ ID NO: 4 (suite) 



Ala Ser Trp Arg Val Lys Glu Thr Glu Arg Met Val Ala lie A-g 

355 360 365 

Glu Leu Thr Lys Leu Gly Ala Ser Val Glu Glu Gly Pro Asp Tyr Cys 

370 375 380 

He He Thr Pro Pro Glu Lys Leu Asn Val Thr Ala He Asp Thr Tyr 

385 390 395 400 

Asp Asp His Arg Met Ala Met Ala Phe Ser Leu Ala Ala Cys Ala Glu 

405 410 415 

Val Pro Val Thr He Arg Asp Pro Gly Cys Thr Arg Lys Thr Phe Pro 

420 425 430 

Asp Tyr Phe Asp Val Leu Ser Thr Phe Val Lys Asn 

435 440 
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SEQ ID NO: 5: 

CCATG GCC GGC GCC GAG GAG ATC GTG CTG CAG CCC ATC AAG GAG ATC 47 
Ala Glv Ala Glu Glu He Val Leu Gin Pro He Lys Glu He 
15 10 

TCC GGC ACC GTC AAG CTG CCG GGG TCC AAG TCG CTT TCC AAC CGG ATC 95 
Ser Gly Thr Val Lys Leu Pro Gly Ser Lys Ser Leu Ser Asn Arg He 
15 20 25 30 

CTC CTA CTC GCC GCC CTG TCC GAG GGG ACA ACA GTG GTT GAT AAC CTG 143 
Leu Leu Leu Ala Ala Leu Ser Glu Gly Thr Thr Val Val Asp Asn Leu 

35 40 45 

CTG AAC AGT GAG GAT GTC CAC TAC ATG CTC GGG GCC TTG AGG ACT CTT 191 
Leu Asn Ser Glu Asp Val His Tyr Met Leu Gly Ala Leu Arg Thr Leu 

50 55 60 

GGT CTC TCT GTC GAA GCG GAC AAA GCT GCC AAA AGA GCT GTA GTT GTT 239 
Gly Leu Ser Val Glu Ala Asp Lys Ala Ala Lys Arg Ala Val Val Val 
65 70 75 

GGC TGT GGT GGA AAG TTC CCA GTT GAG GAT GCT AAA GAG GAA GTG CAG 287 
Gly Cys Gly Gly Lys Phe Pro Val Glu Asp Ala Lys Glu Glu Val Gin 
80 85 90 

CTC TTC TTG GGG AAT GCT GGA ATC GCA ATG CGG TCC TTG ACA GCA GCT 33 5 

Leu Phe Leu Gly Asn Ala Gly He Ala Met Arg Ser Leu Thr Ala Ala 
95 100 105 110 

GTT ACT GCT GCT GGT GGA AAT GCA ACT TAC GTG CTT GAT GGA GTA CCA 383 
Val Thr Ala Ala Gly Gly Asn Ala Thr Tyr Val Leu Asp Gly Val Pro 

115 120 125 

AGA ATG AGG GAG AGA CCC ATT GGC GAC TTG GTT GTC GGA TTG AAG CAG 431 
Arg Met Arg Glu Arg Pro lie Gly Asp Leu Val Val Gly Leu Lys Gin 

13 0 135 140 

CTT GGT GCA GAT GTT GAT TGT TTC CTT GGC ACT GAC TGC CCA CCT GTT 479 
Leu Gly Ala Asp Val Asp Cys Phe Leu Gly Thr Asp Cys Pro Pro Val 
145 150 155 

CGT GTC AAT GGA ATC GGA GGG CTA CCT GGT GGC AAG GTC AAG CTG TCT 527 
Arg Val Asn Gly He Gly Gly Leu Pro Gly Gly Lys Val Lys Leu Ser 
160 165 170 

GGC TCC ATC AGC AGT CAG TAC TTG AGT GCC TTG CTG ATG GCT GCT CCT 575 
Gly Ser He Ser Ser Gin Tyr Leu Ser Ala Leu Leu Met Ala Ala Pro 
175 180 185 190 

TTG GCT CTT GGG GAT GTG GAG ATT GAA ATC ATT GAT AAA TTA ATC TCC 623 
Leu Ala Leu Gly Asp Val Glu He Glu He lie Asp Lys Leu He Ser 

195 200 205 

ATT CCG TAC GTC GAA ATG ACA TTG AGA TTG ATG GAG CGT TTT GGT GTG 671 
lie Pro Tyr Val Glu Met Thr Leu Arg Leu Met Glu Arg Phe Gly Val 

210 215 220 

AAA GCA GAG CAT TCT GAT AGC TGG GAC AGA TTC TAC ATT AAG GGA GGT 719 
Lys Ala Glu His Ser Asp Ser Trp Asp Arg Phe Tyr lie Lys Gly Gly 
225 230 235 

CAA AAA TAC AAG TCC CCT AAA AAT GCC TAT GTT GAA GGT GAT GCC TCA 767 
Gin Lys Tyr Lys Ser Pro Lys Asn Ala Tyr Val Glu Gly Asp Ala Ser 
240 245 250 
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SEQ ID NO: 5 (suite) 



AGC GCA AGC TAT TTC TTG GCT GGT GCT GCA ATT ACT GGA GGG ACT GTG 815 
Ser Ala Ser Tyr Phe Leu Ala Gly Ala Ala lie Thr Gly Gly Thr Val 
255 260 265 270 

ACT GTG GAA GGT TGT GGC ACC ACC AGT TTG CAG GGT GAT GTG AAG TTT 863 
Thr Val Glu Gly Cys Gly Thr Thr Ser Leu Gin Gly Asp Val Lys Phe 
270 275 280 285 

GCT GAG GTA CTG GAG ATG ATG GGA GCG AAG GTT ACA TGG ACC GAG ACT 911 
Ala Glu Val Leu Glu Met Met Gly Ala Lys Val Thr Trp Thr Glu Thr 

290 295 300 

AGC GTA ACT GTT ACT GGC CCA CCG CGG GAG CCA TTT GGG AGG AAA CAC 959 
Ser Val Thr Val Thr Gly Pro Pro Arg Glu Pro Phe Gly Arg Lys His 
305 310 315 

CTC AAG GCG ATT GAT GTC AAC ATG AAC AAG ATG CCT GAT GTC GCC ATG 1007 
Leu Lys Ala He Asp Val Asn Met Asn Lys Met Pro Asp Val Ala Met 
320 325 330 

ACT CTT GCT GTG GTT GCC CTC TTT GCC GAT GGC CCG ACA GCC ATC AGA 1055 
Thr Leu Ala Val Val Ala Leu Phe Ala Asd Gly Pro Thr Ala He Arg 
335 340 345 350 

GAC GTG GCT TCC TGG AGA GTA AAG GAG ACC GAG AGG ATG GTT GCG ATC 1103 
Asp Val Ala Ser Trp Arg Val Lys Glu Thr Glu Arg Met Val Ala He 

355 360 ~ 365 

CGG ACG GAG CTA ACC AAG CTG GGA GCA TCT GTT GAG GAA GGG CCG GAC 1151 
Arg Thr Glu Leu Thr Lys Leu Gly Ala Ser Val Glu Glu Gly Pro Asp 

370 375 380 

TAC TGC ATC ATC ACG CCG CCG GAG AAG CTG AAC GTG ACG GCG ATC GAC 1199 
Tyr Cys He He Thr Pro Pro Glu Lys Leu Asn Val Thr Ala lie Asp 
385 390 395 

ACG TAC GAC GAC CAC AGG ATG GCG ATG GCC TTC TCC CTT GCC GCC TGT 1247 
Thr Tyr Asp Asp His Arg Met Ala Met Ala Phe Ser Leu Ala Ala Cys 
400 405 410 

GCC GAG GTC CCC GTC ACC ATC CGG GAC CCT GGG TGC ACC CGG AAG ACC 1295 
Ala Glu Val Pro Val Thr He Arg Asp Pro Gly Cys Thr Arg Lys Thr 
415 420 425 430 

TTC CCC GAC TAC TTC GAT GTG CTG AGC ACT TTC GTC AAG AAT 1337 
Phe Pro Asp Tyr Phe Asp Val Leu Ser Thr Phe Val Lys Asn 

435 440 
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SEQ ID NO: 6: 

Ala Gly Aia Glu Glu lie Val Leu Gin Pro He Lys Glu He Ser Gly 
15 10 is 

Thr Val Lys Leu Pro Gly Ser Lys Ser Leu Ser Asn Arg He Leu Leu 

20 25 30 

Leu Ala Ala Leu Ser Glu Gly Thr Thr Val Val Asp Asn Leu Leu Asn 
35 40 45 

Ser Glu Asp Val His Tyr Met Leu Gly Ala Leu Arg Thr Leu Gly Leu 
50 55 60 

Ser Val Glu Ala Asp Lys Ala Ala Lys Arg Ala Val Val Val Gly Cys 
65 70 75 80 

Gly Gly Lys Phe Pro Val Glu Asp Ala Lys Glu Glu Val Gin Leu Phe 

85 90 95 

Leu Gly Asn Ala Gly He Ala Met Arg Ser Leu Thr Ala Ala Val Thr 

100 105 HO 

Ala Ala Gly Gly Asn Ala Thr Tyr Val Leu Asp Gly Val Pro A-g Met 
115 120 125 

Arg Glu Arg Pro lie Gly Asp Leu Val Val Gly Leu Lys Gin Leu Glv 
130 135 140 

Ala Asp Val Asp Cys Phe Leu Gly Thr Asp Cys Pro Pro Val Arg Val 
145 150 155 160 

Asn Gly He Gly Gly Leu Pro Gly Gly Lys Val Lys Leu Ser Gly Ser 

165 170 175 

He Ser Ser Gin Tyr Leu Ser Ala Leu Leu Met Ala Ala Pro Leu Ala 

1B0 185 190 

Leu Gly Asp Val Glu lie Glu He He Asp Lys Leu lie Ser re Pro 
195 200 205 

Tyr Val Glu Met Thr Leu Arg Leu Met Glu Arg Phe Gly Val Lys Ala 
210 215 220 

Glu His Ser Asp Ser Trp Asp Arg Phe Tyr He Lys Gly Gly Gin Lys 
225 230 235 240 

Tyr Lys Ser Pro Lys Asn Ala Tyr Val Glu Gly Asp Ala Ser Ser Ala 

245 250 255 

Ser Tyr Phe Leu Ala Gly Ala Ala He Thr Gly Gly Thr Val Thr Val 

26 0 265 270 

Glu Gly Cys Gly Thr Thr Ser Leu Gin Gly Asp Val Lys Phe Ala Glu 
275 280 285 

Val Leu Glu Met Met Gly Ala Lys Val Thr Trp Thr Glu Thr Ser Val 
290 295 300 

Thr Val Thr Gly Pro Pro Arg Glu Pro Phe Gly Arg Lys His Leu Lys 
305 310 315 320 

Ala He Asp Val Asn Met Asn Lys Met Pro Asp Val Ala Met Thr Leu 

325 330 335 

Ala Val Val Ala Leu Phe Ala Asp Gly Pro Thr Ala He Arg Asp Val 

340 345 350 
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SEQ ID NO: 6 (suite) 

Ala Ser Trp Arg Val Lys Glu Thr Glu Arg Met Val Ala He Arg Thr 
355 360 365 

Glu Leu Thr Lys Leu Gly Ala Ser Val Glu Glu Gly Pro Asp Tyr Cvs 
370 375 380 

He He Thr Pro Pro Glu Lys Leu Asn Val Thr Ala He Asp Thr Tyr 
385 390 395 400 

Asp Asp His Arg Met Ala Met Ala Phe Ser Leu Ala Ala Cys Ala Glu 

405 410 4i5 

Val Pro Val Thr He Arg Asp Pro Gly Cys Thr Arg Lys Thr Phe Pro 

420 425 430 

Asp Tyr Phe Asp Val Leu Ser Thr Phe Val Lys Asn 
43 5 440 
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Revendications 



1 . Gene chimere comprenant au moins deux genes chimeres elementaires comprenant 
chacun des elements de regulation necessaires a sa transcription dans les plantes et une 
sequence codante codant pour une enzyme conferant aux plantes la tolerance a un 
herbicide, caracterise en ce que Tune des sequences codantes code pour 1'hydroxy-phenyl 
pyruvate dioxygenase (HPPD). 

2. Gene chimere seion la revendication 1 , caracterise en ce qu'il comprend en outre un 
troisieme gene chimere contenant une sequence codante pour une enzyme conferant aux 
plantes une tolerance herbicide. 

3. Gene chimere selon Tune des revendications 1 et 2, caracterise en ce que la seconde 
sequence codante est issu d'un gene de nitrilase Klebsiella sp. conferant une tolerance a un 
herbicide de la famille des dihalogenohydroxybenzonitriles. 

4. Gene chimere selon la revendication 3. caracterise en ce que l'herbicide est le bromoxynil. 

5. Gene chimere selon la revendication 3, caracterise en ce que ['herbicide est l'ioxynil. 

6 . Gene chimere selon Tune des revendications 2 a 5, caracterise en ce que la seconde 
sequence codante code pour une tolerance au glyphosate. 

7. Gene chimere selon Tune des revendications 2 a 6, caracterise en ce que la seconde 
sequence codante code pour une EPSPS conferant une tolerance a un herbicide inhibiteur 
de 1'EPSPS. 

8. Gene chimere selon la revendication 7, caracterise en ce que la seconde sequence codante 
code pour une EPSPS conferant une tolerance au glyphosate. 

9. Gene chimere selon la revendication 6, caracterise en ce que la seconde sequence codante 
code pour la glyphosate oxydoreductase, enzyme de detoxification du glyphosate. 
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1 0. Gene chimere selon l'une des revendications 1 a 9, caracterise en ce que la sequence 
codante pour 1'HPPD est issue de Pseudomonas sp. 

1 1 . Gene chimere selon la revendication 1 0, caracterise en ce que la sequence codante 
pour 1'HPPD est issue de Pseudomonas fluorescens. 

1 2. Gene chimere selon l'une des revendications 1 a 9, caracterise en ce que la sequence 
codante pour 1'HPPD est d'origine vegetale. 

13. Gene chimere selon la revendication 12, caracterise en ce que la sequence codante pour 
1'HPPD est issue d'Arabidopsis thaliana. 

14. Gene chimere selon la revendication 1 1, caracterise en ce que la sequence codante pour 
1'HPPD est issue de Daucus carota. 

15. Vecteur caracterise en ce qu'il comprend un gene chimere selon l'une des revendications 
1 a 14. 

1 6. Vecteur selon la revendication 1 5, caracterise en ce qu'il est constitue par un plasmide. 

17. Cellule vegetale, caracterisee en ce qu'elle contient au moins deux genes contenant 
chacun une sequence codante codant pour une enzyme conferant aux plantes la tolerance 
a un herbicide, dont I'un est un inhibiteur de l'hydroxv-phenyl pyruvate dioxygena< 
(HPPD). 



ise 



18. Cellule vegetale selon la revendication 17, caracterisee en ce qu'elle contient trois genes 
chimeres elementaires contenant chacun des elements de regulation et une sequence 
codante codant pour une enzyme conferant aux plantes la tolerance a un herbicide. 

19. Cellule vegetale selon l'une des revendications 17 et 18. caracterisee en ce qu'elle 
contient au moins un gene chimere, selon l'une des revendications 1 a 14. 



20. Plante, caracterisee en ce qu'elle contient une cellule vegetale selon l'une des 
revendications 17 a 19. 
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2 1 . Procede de transfonnation des plantes pour les rendre tolerantes a au moins d eux 
herbicides, caracterise en ce qu'on insere dans une cellule vegetale un gene selon les 
revendications 1 & 14 et que les cellules transfonnees som soumises a une regeneration. 

5 22. Procede d'obtention de plantes a tolerance herbicide multiple par trangenese des plantes, 
caracterise en ce que: 

- dans une premiere itape, on insere dans plusieurs cellules respectivement un des genes 

elementaires contenant chacun des elements de regulation necessaires & sa 
transcription dans les plantes et une sequence codante codant pour une enzyme 
1 0 conferant aux plantes la tolerance a un herbicide, et que 

- ensuite les plantes sont croisees pour obtenir des plantes a tolerance multiple. 

23. Procede de traitement herbicide de plantes selon la revendication 20, caracterise en ce 
qu'on applique au moins deux herbicides. 

24. Procede selon la revendication 23, caracterise en ce qu'on applique trois herbicides. 

25. Procede selon Tune des revendications 21 a 24, caracterise en ce que Tun des herbicides 
est un inhibiteur de THPPD. 

26. Procede selon 1'une des revendications 21 a 25, caracterise en ce que les deux herbicides 
sont appliques simultanement. 

27. Procede selon la revendication 26, caracterise en ce que les deux herbicides sont 
appliques sous la forme d'une seule composition prete a I'emploi. 

28. Procede selon la revendication 25, caracterise en ce que les deux herbicides sont 
appliques sous la forme d'un melange extemporane. 

30 29. Procede 1'une des revendications 22 i 24, caracterise en ce que les deux herbicides sont 
appliques successivement. 




30. Procede selon Tune des revendications 22 & 29, caracterise en ce que Therbicide 
inhibiteur de 1HPPD est 1'isoxaflutole. 

35 

31. Proc£de selon 1'une des revendications 22 a 29, caracterise en ce que ITierbicide 
inhibiteur de THPPD est la sulcotrione. 
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32. Proc&te selon 1'une des revendications 22 k 3 1, caracterise en ce que llierbicide 
appartient a la famille des dihydrogenohydroxybenzonitriles. 

33. Precede selon la revendication 32, caracterise en ce que l'herbicide est choisi dans le 
groupe comprenant le bromoxynil et l'ioxynil 

34. Procede selon 1'une des revendications 22 a 33, caracterise en ce que rherbicide 
inhibiteur de TEPSPS est le glyphosate ou le sulfosate. 
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